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RIASSUNTO 
Parole chiave: BVD, IBR, eradicazione, bovini, caprioli 
La diarrea virale bovina (BVD) è responsabile di un complesso di manifestazioni 
cliniche nel bovino, che spaziano da lievi sintomi fino alla forma letale della 
malattia delle mucose. 
La rinotracheite infettiva bovina (IBR) è una malattia infettiva che colpisce bovini 
ed altri ruminanti domestici e selvatici. L'infezione primaria è accompagnata da 
varie manifestazioni cliniche quali rinotracheite infettiva, aborto, vulvovaginite 
pustolosa e infezione sistemica nei neonati. 
Dopo un aggiornamento su questo malattie relativamente a diagnosi, piani di 
eradicazione, profilassi vaccinale ed infezione nei cervidi, si riportano i risultati 
ottenuti sull’ applicazione del piano di eradicazione regionale per IBR e su un 
piano di monitoraggio per BVD nell'allevamento di bovini allevati allo stato 
brado della Tenuta di Paganico (Grosseto). Si riferisce inoltre sui risultati di un 
monitoraggio sierologico sempre per IBR e BVD effettuato nella popolazione dei 
caprioli presenti nella Tenuta,  per valutare il ruolo di questa popolazione 
selvatica nel mantenimento di queste infezioni.    
ABSTRACT 
Keywords: BVD, IBR, eradication, cattle, deer 
Bovine viral diarrhea cause a complex of diseases in cattle, ranging from mild 
signs to lethal mucosal disease. 
Infectious bovine rhinotracheitis (IBR) is a infectious disease that affects cattle 
and other domestic and wild ruminants. The primary infection is followed by 
various clinical manifestations such as IBR, abortion, IPV, and systemic 
infection in newborns calves.  
After an update on this disease in relation to diagnosis, eradication plans, 
vaccination and infection in deer, we report the results obtained on the 
application of the regional eradication plan for IBR and a monitoring plan for 
BVD in a cattle reared in the wild of the Tenuta di Paganico. It also reports on 
the results of a serological monitoring for IBR and BVD always carried out in the 
population of deer in the Tenuta to assess the role of this wild population in the 
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Capitolo I - Diarrea Virale Bovina 
1.1 Introduzione 
La diarrea virale bovina (BVD) è un’infezione diffusa in tutto il mondo e 
responsabile d’ingenti perdite economiche negli allevamenti bovini in particolare 
in quelli da riproduzione. 
La BVD è inserita fra le malattie del bovino nella lista “OIE-Listed diseases, 
infections and infestations in force in 2013” della World Organisation Animal 
Healt (OIE). 
Il virus della diarrea virale bovina (BVDV)  appartiene al genere Pestivirus della 
famiglia Flaviviridae.  
In base alle differenti sequenze genomiche è possibile distinguere due genotipi: 
il BVDV-1 più diffuso e il BVDV-2. Entrambi i genotipi possono esistere in due 
diversi biotipi citopatogeno (CP) e non citopatogeno (NCP) in base alla capacità 
o meno di provocare effetto citopatico nelle colture cellulari infettate. 
Lo spettro d'ospite in vivo non si limita al bovino ed include piccoli ruminanti, 
suini e ruminanti selvatici appartenenti a diverse famiglie quali: Antilocapridae, 
Bovidae, Camelidae e Cervidae. 
Molteplici sono i quadri clinici provocati da BVDV a seguito d’infezione pre- o 
post-natale. Negli animali adulti immunocompetenti la sintomatologia è 
generalmente lieve o subclinica, nonostante sia segnalata una forma 
emorragica di diarrea virale bovina acuta grave causata da stipiti non 
citopatogeni BVDV-2. Nei giovani vitelli l’infezione è caratterizzata da 
gastroenteriti di gravità variabile. 
Dal punto di vista epidemiologico risulta particolarmente importante l’infezione 
di bovine gravide nel primo trimestre di gravidanza  perché il virus può essere 
causa di  aborti, malformazioni o nascite di vitelli immunotolleranti nei confronti 
del virus e quindi persistentemente infetti (PI). 
I soggetti PI rappresentano il serbatoio dell’infezione ed eliminano 
costantemente il virus con i vari secreti ed escreti, garantendo un’intensa e 
permanente diffusione del virus nella popolazione bovina. Inoltre possono 
sviluppare la Malattia delle mucose (MD), una  patologia sporadica ad esito 
letale causata da una superinfezione con ceppi di BVDV citopatogeni  
antigenicamente omologhi. Le perdite economiche causate dalle infezioni da 
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BVDV hanno indotto molti paesi ad intraprendere programmi di controllo ed 
eradicazione. L’identificazione e l’eliminazione dei soggetti PI sono passaggi 
obbligati per abbassare l’incidenza dell’infezione e risanare le aziende. A causa 
delle molteplici manifestazioni cliniche provocate da BVDV, la diagnosi clinica 
non è sempre facile; la sintomatologia e le lesioni anatomo-patologiche 
possono fornire un sospetto di malattia che deve essere confermato con 
indagini di laboratorio. Per avviare tali programmi di controllo ed eradicazione, 
sono necessari test diagnostici specifici, sensibili e poco costosi [1]. 
1.2 Diagnosi 
Per la diagnosi sicura di BVD si può ricorrere alla diagnosi diretta ed indiretta. 
Data la particolaritá diagnostica dei soggetti PI, per una diagnosi sicura di BVD 
è necessario ricorrere alla associazione di test diagnostici sierologici e 
virologici. I soggetti PI privi di immunitá specifica, risultano negativi alle indagini   
sierologiche e possono essere svelati solo con il associazione di test diagnostici 
virologici. 
In questo capitolo vengono presi in considerazione le tecniche diagnostiche 
riportate nel capitolo “2.4.8 Bovine Viral Diarrhoea Terrestrial del Manual of 
diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals 2013” (Allegato I). 
1.2.1 Diagnosi diretta 
La  diagnosi diretta è attuata con lo scopo di distinguere i soggetti PI da quelli 
con viremia transitoria e per lo studio della variabilità genotipica e biologica dei 
vari stipiti virali circolanti. 
I campioni biologici per la ricerca virale possono essere le feci, le secrezioni 
nasali, il latte e nella diagnosi post mortem vari organi (milza, polmone e rene) 
di soggetti con viremia transitoria o PI.  
Nei soggetti viremici il sangue e i suoi derivati risultano positivi per tempi 
piuttosto brevi (7-10 giorni), mentre i campioni di sangue provenienti da animali 
PI presentano generalmente cariche virali molto elevate e permanenti. 
E’ da tenere in considerazione la possibilitá che alcuni soggetti PI possano 
avere per i primi mesi di vita anticorpi specifici di origine materna (immunità 
passiva), questa situazione potrebbe falsare alcuni risultati diagnostici sia 
fornendo un risultato falso positivo in diagnostica sierologica sia un risultato 
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falso negativo  in diagnostica virologica a seguito di neutralizzazione degli 
antigeni virali. 
Risultano sempre positive, indipendentemente dall'età, le biopsie cutanee 
prelevate dai PI, mentre quelle dei soggetti sani o con infezione transitoria sono 
sempre negative.  
Le tecniche diagnostiche ufficiali sono l’isolamento virale, la ricerca di antigeni 
virali e la ricerca del genoma virale. 
1.2.1.2  Isolamento virale 
L'isolamento virale che si esegue su colture cellulari primarie (cellule di rene, di 
turbinati o di testicolo bovino) o in linea continua di origine bovina (BT o MDBK) 
è il metodo tradizionale.  
I substrati cellulari devono essere liberi da BVDV NCP ed il siero fetale, 
utilizzato per coltivare le cellule, libero da BVDV e da anticorpi specifici. Talvolta 
alcuni lotti commerciali di siero bovino sono risultati positivi alla PCR per BVDV. 
Per questo motivo devono essere utilizzati esclusivamente  sieri certificati 
“BVD-free” o  precedentemente irradiati con raggi gamma γ [2]. 
Per l'isolamento possono essere utilizzati diversi campioni biologici (siero, 
plasma, coaguli di sangue, secrezioni nasali e lacrimali, saliva, sperma e vari 
tessuti con preferenza per gli organi linfoidi), ma i migliori risultati si hanno 
utilizzando le cellule mononucleate raccolte dal sangue intero. 
Mentre BVDV CP è direttamente svelabile grazie alla sua citopatogenicità, per i 
BVDV NCP è necessario utilizzare tecniche secondarie di identificazione basate 
sulla ricerca degli antigeni virali o del genoma virale [1]. 
La ricerca degli antigeni virali nei tessuti e nel sangue può essere rilevata 
mediante le tecniche ELISA di cattura e l’immunoistochimica.  
Tali metodiche sono più celeri ed economiche rispetto all’isolamento virale [3]. 
1.2.1.3  ELISA Ag 
I test ELISA sono fra i test maggiormente  utilizzati nell’identificazione dei bovini 
PI. La disponibilità di anticorpi monoclonali verso antigeni virali altamente 
conservati, quali NS2-3 e ERNS, ha permesso lo sviluppo di diversi kit ELISA 
commerciali. La maggior parte di essi si basa sul principio dell’ELISA sandwich 
con un anticorpo di cattura legato alla fase solida ed un anticorpo coniugato ad 
un rilevatore. Il test viene utilizzato per l’identificazione dei soggetti PI rilevando 
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la proteina NS2-3 in lisati di leucociti. L’immunità colostrale può ridurre la 
sensibilità del test per il rilevamento della proteina NS2-3, perché gli anticorpi 
materni possono mascherare gli antigeni virali dando risultati falsi negativi. 
Per testare il siero, il sangue ed il plasma si preferisce utilizzare l’ELISA di 
cattura che rileva la glicoproteina ERNS, presente in notevole quantità in questi 
liquidi biologici, ma anche in biopsie auricolari [2]. 
1.2.1.4  Immunoistochimica 
L'Immunoistochimica (IHC)  ricerca la presenza degli antigeni virali in sezioni di 
tessuto. Nell’identificazione di animali PI può trovare utilità l’immunoistochimica 
praticata su biopsie cutanee prelevate dal padiglione auricolare per la facilitá e 
praticitá  del prelievo (ear notches)[2].  
Gli anticorpi colostrali non influenzano la distribuzione tissutale di antigene in 
animali PI e quindi non interferiscono con il test [1]. 
1.2.1.5  Ricerca del genoma virale  
I metodi di rilevazione del genoma virale ampiamente  utilizzati sono la Reverse 
Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) e la Real Time Reverse 
Transcriptase Polymerase Chain Reaction  (Real Time RT-PCR o qRT-PCR).  
A causa dell’elevata variabilità genetica dei ceppi di BVDV devono essere 
utilizzati set di primers in grado di amplificare il più ampio numero di ceppi virali.  
La RT-PCR è un test altamente sensibile e specifico e può essere utilizzata 
oltre che su campioni individuali, quali siero, sangue, latte, porzioni di organo, 
feti abortiti, tessuti fissati in formalina e liquido seminale o anche su pool di 
campioni. 
La Real Time RT-PCR, invece permette non solo di identificare i campioni 
positivi ma anche di quantificare le copie del genoma virale nel campione [2].   
La sua elevata sensibilità permette di  individuare un positivo in un centinaio di 
campioni [4]. 
1.2.3 Diagnosi indiretta 
La diagnosi indiretta si attua per verificare la presenza dell’infezione in un 
allevamento e per individuare gli animali con infezione primaria postnatale che 
possono essere identificati su base sierologica, eseguendo due test ad 
intervallo di due settimane e valutando la sieroconversione. 
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È uno strumento di particolare importanza nella fase iniziale di identificazione di 
soggetti sieronegativi e potenziali PI. 
I test più utilizzati sono la sieroneutralizzazione e le tecniche ELISA. 
1.2.3.1  Sieroneutralizzazione 
La sieroneutralizzazione è un saggio biologico in vitro che si basa sulla 
proprietà del siero di animali immuni di inibire la replicazione del virus in colture 
cellulari. E’ un test dotato di sensibilità e specificità ma costoso e laborioso 
perché richiede l’impiego di colture cellulari. 
Gli anticorpi neutralizzanti presenti nel siero dei soggetti immuni sono 
prevalentemente rivolti nei confronti delle proteine strutturali, in particolare nei 
confronti della proteina E2. Non ci sono stipiti di referenza universalmente 
accettati per questo test, ma quelli più utilizzati sono citopatogeni e sono il 
ceppo NADL e il ceppo Oregon C24V [2].  
1.2.3.2  ELISA Ac 
Tra le metodiche sierologiche l’ELISA è la più utilizzata ed affidabile per svelare 
la circolazione di BVDV negli allevamenti. Vengono utilizzate tecniche di ELISA 
competitiva con uso di monoclonali capaci di rilevare anticorpi verso le proteine 
non strutturali NS2-3 o NS3 in campioni individuali, in latte di stalla in pool di 
sieri [5]. 
1.2.4 Novità diagnostiche  
La diffusione del virus negli allevamenti e le spese che devono essere 
sostenute o dagli allevatori o dagli stati per le diagnosi, hanno portato alla 
necessità di sviluppo di nuovi kit commerciali economici di rapido e facile 
impiego. 
Basandosi sulla metodica ELISA, è stato sviluppato uno snap test per BVDV 
(SNAP BVD, IDEXX, Maine, USA) per la ricerca dell’antigene virale in tessuti 
auricolari o siero. 
Il kit permette una diagnosi veloce, economica e altamente standardizzata e 
può essere impiegato direttamente in stalla senza la necessità di particolari 
attrezzature di laboratorio. Il risultato del test è visibile direttamente sul 
dispositivo con la comparsa di uno spot colorato in circa 20' [7]. 
La notevole varietà genetica ed antigenica di BVDV è un fattore invalidante per 
la produzione di vaccini efficaci nell’ambito della profilassi, per cui in questi 
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ultimi anni si tenta di trovare nuove strategie che permettano di controllare la 
diffusione dell’infezione fra gli animali. 
Fra queste alternative rientrano lo studio dell’efficacia di alcuni farmaci verso il 
virus BVDV. 
In un recente studio per valutare l’efficacia di farmaci antivirali, che inibiscano la 
replicazione virale, si è ricorsi alle tecnologia molecolare ricombinante. 
Studi di biologia molecolari condotti in vitro hanno dimostrato  che ribavirina e 
l’antibiotico aminoglicoside G418 (Geneticin) sono capaci di inibire il ciclo vitale 
del virus, aprendo nuove possibili scenari terapeutici. Screening farmacologici 
su larga scala sono attesi per verificare la reale efficacia di questi nuovi 
approcci terapeutici [8]. 
1.3  Profilassi immunizzante 
L’azione di controllo delle infezioni da BVDV, oltre che sull’identificazione ed 
eliminazione dei soggetti immunotolleranti,  si basa anche su misure di 
profilassi vaccinale con l’obiettivo di ridurre la prevalenza dell’infezione e delle 
forme cliniche. 
 E’ consigliato vaccinare le femmine, un mese prima dell’inseminazione, con 
l’obiettivo di proteggere la madre in gravidanza e prevenire l’infezione del feto e 
la nascita di soggetti immunotolleranti. 
Tuttavia bisogna tener presente che nessun vaccino è in grado di impedire che 
bovine  possano generare vitelli PI. 
1.3.1  Vaccini vivi attenuati 
Vengono ottenuti utilizzando degli stipiti di BVDV-CP, coltivati in colture cellulari 
di origine bovina e suina. Tale processo comporta modificazioni che portano ad 
una attenuazione della virulenza, riduzione dell’escrezione e della replicazione 
virale. 
La somministrazione di un vaccino vivo attenuato per via sottocutanea o 
intramuscolare  porta a un’amplificazione antigenica, dovuta alla replicazione 
dello stipite vaccinale, con conseguente stimolazione di una notevole risposta 
umorale e cellulo-mediata. 
I vaccini vivi attenuati inducono una risposta anticorpale verso le proteine non 
strutturali (in particolare NS2-3). La comparsa della risposta immune è rapida e 
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nel giro di 2-3 settimane nel siero dell’animale sono rilevabili anticorpi ad attività 
neutralizzante che durano circa di 12 mesi.  
Sebbene inducano immunità verso una ampia gamma di stipiti BVDV l'efficacia 
della protezione indotta dal vaccino è comunque dipendente dal grado di 
omologia antigenica tra lo stipite vaccinale e quello infettante. 
I vaccini attenuati possono determinare diversi inconvenienti: immunodepressione, 
rischio di aborto, malattia post vaccinale compresa la MD, infezione del feto da 
parte del virus vaccinale con conseguenze analoghe all’infezione naturale,  
ricombinazione genetica con altri virus. 
Attualmente sono disponibili vaccini vivi-attenuati, allestiti con varianti  
termosensibili geneticamente stabili e molto più sicuri anche per le bovine 
gravide [1].  
1.3.2  Vaccini Inattivati 
Negli ultimi anni l’utilizzo dei vaccini inattivati è stato molto rivalutato perché a 
differenza dei vaccini vivi attenuati  sono pressoché privi di effetti indesiderati. 
Non inducono infezione fetale né immunodepressione né ricombinazioni 
genetiche, e possono essere usati con sicurezza nelle bovine gravide.  
Gli stipiti più utilizzati nei vaccini in commercio appartengono al genotipo 1.  
La prima vaccinazione, prevede due inoculazioni, di base e di richiamo, 
eseguita per via intramuscolare o sottocutanea a distanza di due o tre settimane 
l’una dall’altra. E’ necessario effettuare ulteriori richiami ogni sei mesi. 
La risposta immunitaria è prevalentemente umorale, anche se in base alla 
qualità e al tipo di adiuvante utilizzato, i vaccini inattivati sono comunque in 
grado di stimolare una pur debole risposta  immunitaria cellulo-mediata. 
Questi vaccini risentono dell’interferenza di anticorpi passivi colostrali, per cui i 
soggetti giovani non andrebbero vaccinati prima dei 3 mesi di età. 
I vaccini inattivati sono più costosi rispetto ai vaccini vivi attenuati; 
occasionalmente possono provocare reazioni vaccinali locali e sporadici casi di 
anafilassi [1].  
1.3.3  Vaccini Innovativi    
I vaccini innovativi sono quei vaccini ottenuti mediante tecniche di ingegneria 
genetica. Per le caratteristiche di innocuità sono particolarmente interessanti i 
vaccini a base di singole sub-unità virali. Per quanto riguarda BVDV per 
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ottenere l’espressione della glicoproteina E2 (glicoproteina del virus 
maggiormente responsabile dell’attivazione della risposta immunitaria) sono 
stati sperimentati diversi vettori di espressione. L’impiego di batteri ha dato 
scarsi risultati per i bassi titoli anticorpali rilevati a seguito della vaccinazione in 
animali da esperimento, mentre migliori risultati sono stati ottenuti con vaccini 
contenenti la glicoproteina E2 ricombinante da foglie di Nicotiana Tabacum [9]. 
Per la produzione di vaccini ricombinanti per BVDV è stato utilizzato anche un 
alphavirus come vettore di espressione replicante della glicoproteina E2 dello 
stipite virale BVDV1b NY1. La glicoproteina così prodotta, ha stimolato la 
produzione di anticorpi cross-neutralizzanti nei confronti di ceppi virali BVDV1 e 
BVDV2 [10]. 
1.4 Nuovi stipiti “atipici”  
Esistono Pestivirus bovini che non sono stati ancora classificati 
tassonomicamente, ma analisi filogenetiche dimostrano che essi sono molto più 
simili ai virus BVDV-1 e BVDV-2 rispetto agli altri Pestivirus, questi virus sono 
detti  “atipici”. 
Tra i virus definiti “atipici” al momento sono maggiormente noti i virus definiti  
“Hobi-like”: a questo gruppo appartengono vari stipiti tra cui un virus identificato 
per  la prima volta  in Svizzera nel 2004 in un siero fetale bovino (FBS) 
importato dal Brasile e denominato  D32/00_HoBi, e altri isolati in sud America 
in siero fetale bufalino (Brz buf 9) e  in Thailandia (Th/04_Khonkaen) in siero di 
vitelli. 
In Italia, nel 2010, un virus Hobi-like è stato isolato nel corso un focolaio di una 
grave malattia respiratoria nei vitelli [11]. 
La diagnosi clinica di infezione da Pestivirus atipici è difficoltosa,  poiché 
anch’essi causano patologie a livello dell’apparato riproduttore e respiratorio, e 
l'introduzione di virus Hobi-like in allevamenti di bovini, mai venuti a contatto 
con il virus, potrebbe determinare gravi perdite economiche. Questi Pestivirus 
atipici, sfuggendo ai convenzionali test diagnostici, possono essere una 
minaccia per i piani di controllo di BVDV e per i programmi di eradicazione in 
tutto il mondo, rendendo necessario un aggiornamento degli strumenti 
diagnostici e dei vaccini attualmente utilizzati.  
Recenti studi hanno dimostrato come fra gli stipiti BVDV-1, BVDV-2 e Hobi sia 
presente una elevata analogia  tra gli epitopi delle proteine Erns e NS2/3 .  
12 
Si può dedurre che un test diagnostico, finalizzato all'individuazione di 
entrambe le specie BVDV e Hobi, potrebbe essere basato sugli epitopi delle 
proteine Erns o NS2/3, mentre le variazioni degli epitopi della proteina E2 
potrebbero essere sfruttate nei test di differenziazione di specie di Pestivirus [11].  
In un recente studio si è prodotta in vitro la proteina Ems di un Pestivirus bovino 
atipico (Th/04 KhonKaen). Questa proteina ricombinante è usata come antigene 
per la rivelazione di anticorpi verso BVDV-1 ed altri Pestivirus atipici  offrendo 
una valida alternativa agli attuali metodi diagnostici per la identificazione dei 
classici stipiti di BVDV [12].  
Infine è auspicabile anche un aggiornamento degli attuali presidi immunologici  
con la produzione di nuovi vaccini specifici per stipiti Hobi-like perché gli 
anticorpi prodotti dagli animali vaccinati contro BVDV-1 e/o BVDV-2 non hanno 
permesso una efficiente cross reattività verso stipiti Hobi-like [11]. 
1.5  Piani di eradicazione in Europa 
Negli ultimi 25 anni in Europa sono stati attuati diversi piani di eradicazione per 
BVD in relazione alle condizioni sanitarie degli allevamenti alle condizioni 
economiche dei vari paesi. 
Punti cardini per l’attuazione del piano di eradicazione sono: la biosicurezza, 
identificazione dello stato di salute dell’allevamento e l’allontanamento dei 
soggetti infetti.  
I primi programmi di eradicazione sono stati attuati negli anni ’93-94 dalla 
Norvegia, Svezia, Finlandia, Danimarca ed isole Shetland. 
Il modello di eradicazione utilizzato in Scandinavia si è basato sull’iniziale 
classificazione degli allevamenti in infetti/non infetti, sulla certificazione degli 
allevamenti non infetti e relativo monitoraggio ed eliminazione del virus dagli 
allevamenti infetti. In 10 anni la Scandinavia ha completato l’eradicazione 
avvalendosi di strumenti diagnostici diretti ed indiretti. 
In Italia e Francia i programmi di eradicazione sono stati attuati a livello 
regionale così come in Austria fino al 2004; successivamente in tale nazione il 
piano si è esteso a livello nazionale. 
Anche in Germania in un primo momento il piano di eradicazione è stato su 
base volontaria,  seguendo l’operato della Sassonia,  successivamente   dal    
1° gennaio 2011 si è allargato su base nazionale. 
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La vaccinazione ha svolto un ruolo cruciale nel piano; inizialmente si è 
vaccinato i soggetti con un vaccino spento, successivamente con vaccino vivo 
attenuato per aumentare l’immunità degli individui. 
La legislazione ha previsto che tutti i soggetti PI debbano essere abbattuti entro 
7 giorni dalla conferma, vietandone espressamente la movimentazione. 
I test ufficiali per il rilevamento del virus sono ELISA di cattura e la RT-PCR ed i 
campioni da testare sono le biopsie auricolari. 
Solo gli animali che sono risultati negativi al test possono essere spostati, ed 
allevamenti considerati indenni non possono commercializzare con allevamenti 
il cui stato sanitario non è conosciuto [13]. 
In Svizzera il piano di eradicazione è iniziato nel 2008 e ha previsto diverse fasi. 
Nella fase di prepascolo si sono testati tutti i soggetti giovani, per valutarne lo 
stato sanitario, prima di inserirli nei pascoli insieme a soggetti provenienti da 
altri allevamenti. 
Successivamente, dall’ottobre 2008 a dicembre 2008, tutti i bovini non testati 
sono stati esaminati, fatta eccezione per quelli destinati all’immediata 
macellazione. 
Sono testati tutti i vitelli, appena nati, con un esame bioptico fino alla fine del 
settembre 2009, eliminando i PI. Dall’ottobre 2009 al 2011 è stata attuata la 
fase di sorveglianza per impedire il ritorno di BVDV negli allevamenti, attuando 
restrizioni nell’ambito di acquisto/spostamento di animali il cui stato sanitario 
non era conosciuto[14]. 
Dal 2011 sono state attuate prescrizioni più severe per i sequestri, dal momento 
che la maggior parte dei bovini giovani non è più immune a BVDV come 
conseguenza del programma di eradicazione. Per cui il ritrovamento di un 
animale PI determina il sequestro dell’azienda per 2 settimane dopo la 
macellazione immediata dell’animale [15]. Le bovine gravide devono essere 
poste sotto sequestro fino al parto per testare successivamente il vitello. 
Nel 2012 le misure di controllo per BVDV sono state applicate solo ad un 
limitato numero di allevamenti, poiché oltre il 99,5 % degli allevamenti svizzeri 
sono liberi di BVDV, quindi si è deciso di non rinnovare, a partire dal 1° Gennaio 
2013, il programma di screening mediante biopsia auricolare di vitelli appena 
nati in tutti gli allevamenti.  
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Questo programma è stato sostituito da un piano di sorveglianza, atto ad 
identificare gli ultimi soggetti infetti per eliminare definitivamente l’infezione dal 
paese. 
Tutte le aziende lattiere devono essere sorvegliate mediante un esame di 
controllo semestrale dei campioni di latte di stalla; in caso di risultato positivo, il 
veterinario deve prelevare un campione di sangue dai singoli animali ai fini di 
ulteriori accertamenti. 
Una parte delle aziende non lattiere deve essere sorvegliata mediante un 
esame di controllo annuale dei campioni di sangue prelevati da un gruppo di 
bovini dell’effettivo. 
In caso di risultato positivo, il veterinario deve nuovamente prelevare un 
campione di sangue da singoli animali ai fini di ulteriori accertamenti. 
Le aziende con meno di 10 bovini continuano ad essere sorvegliate mediante 
l’analisi dei vitelli neonati riguardo al virus della BVD inoltre, vengono 
prolungate le restrizioni riguardo agli acquisti di animali, al loro controllo 
sierologico e all’isolamento di eventuali femmine gravide in allevamenti in cui 
sono presenti soggetti PI [16]. 
Recentemente l’Irlanda e la Scozia hanno intrapreso piani di eradicazione 
nazionale. 
1.5.1 Piano di eradicazione in Scozia 
Il Governo scozzese ha indetto dal 2010 un piano di eradicazione a livello 
nazionale sviluppandolo in quattro fasi. 
Gli obiettivi sono: l’identificazione dei soggetti PI ed il loro immediato avvio al 
macello, l’attuazione di norme di biosicurezza per ridurre l’introduzione del 
virus, avvalendosi eventualmente della vaccinazione nella prima fase del piano, 
e testare annualmente i bovini degli allevamenti. Il metodo migliore sarebbe 
quello di testarli individualmente, ma sono accettati anche test di screening a 
campione. 
Nel periodo Settembre 2010 - Aprile 2011 il governo scozzese ha finanziato i 
test diagnostici, sostenendo gli allevatori nelle spese economiche. 
Allevamento bovini da carne 
Nell’allevamento di bovini da carne entro il 1° febbraio 2013 gli allevatori 
devono avere testato tutti i soggetti dell’allevamento che, successivamente, 
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dovranno essere testati annualmente e, nel caso in cui si ottengono due risultati 
negativi consecutivi l’allevamento può essere considerato non infetto ma, ogni 
volta che si presenti un risultato positivo deve essere iniziato il piano di 
eradicazione. 
Per quanto riguarda i vitelli, la procedura può essere effettuata testandoli a 
campione oppure testandoli tutti.  
Tutti i vitelli devono essere testati entro i 40 giorni di età e devono essere testati 
individui appartenenti al solito gruppo che sono stati insieme almeno per due 
mesi. 
Il campionamento viene eseguito come illustrato di seguito: 
• Per i soggetti con età compresa fra i 9 ed i 18 mesi si procede testando 
solo 5 soggetti per gruppo.  
• Se il numero è inferiore a 5 vengono testati tutti i soggetti. Il campione di 
sangue viene impiegato per la ricerca degli anticorpi attraverso ELISA 
Ac.  
Se in allevamento non sono presenti molti soggetti di età compresa fra i 9 ed i 
18 mesi, si può procedere come segue: 
• Se sono presenti soggetti di età compresa fra i  6-9 mesi, per ogni 
gruppo si preleva il campione di sangue da 10 vitelli con età compresa 
fra i 6 ed i 18 mesi. 
• Se questi ultimi sono meno di 10 si preleva il sangue da tutti i soggetti. 
Se non sono presenti dei vitelli appartenenti a queste due categorie, si procede 
come segue: 
• Per ogni gruppo prelevare un campione di sangue da almeno 5 animali 
che sono stati in azienda fin dalla nascita.  
• Se il numero dei soggetti è inferiore, si testano tutti quelli presenti nel 
gruppo. 
L’altra procedura consiste nel testare tutti i vitelli, nati nell’anno precedente, in 
relazione alla loro data di nascita o tutti insieme. 
Per quanto riguarda tutti gli animali dell’allevamento si può procedere con 
diverse strategie: 
• Si può effettuare un prelievo di sangue da ogni singolo soggetto o una 
biopsia auricolare per la ricerca dell’antigene. Questo è il miglior modo 
per identificare i soggetti PI. 
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• Devono essere testati individualmente tutti i riproduttori, mentre le madri 
di vitelli non PI possono non essere testate. 
Testando i vitelli attraverso l’uso della biopsia auricolare, è possibile allontanare 
tempestivamente i soggetti PI. 
Testare ogni vitello, per due stagioni consecutive con questa metodologia, può 
permettere il rapido risanamento dell’allevamento. 
Allevamento bovini da latte 
Per l’allevamento di bovini da latte: 
• si può testare un singolo campione del latte di massa delle vacche in 
lattazione e, nello stesso giorno, i campioni di sangue di tutte le femmine 
in asciutta e delle manze che non hanno contribuito alla produzione del 
latte. Da questi animali si può mungere del latte che, successivamente, 
viene unito al campione di latte di massa. Inoltre anche i tori ed i buoi o 
le vacche non più in produzione devono essere testati per BVDV. 
• si possono effettuare 4 test trimestrali del latte di stalla per ogni 
allevamento, con un intervallo di tempo non inferiore agli 80 giorni ma 
non superiore ai 100 giorni; l’allevamento può essere considerato non 
infetto dopo 4 esiti negativi. 
• Si testa il latte della vacche in prima lattazione per rilevare gli anticorpi 
contro BVDV a seguito di un’infezione pregressa. 
• Tutti i vitelli, appartenenti a quell’allevamento, dovrebbero essere testati 
per i 12 mesi successivi dall’allontanamento dei PI o dalla rilevazione del 
virus.  
• Devono inoltre essere testate le manze con età superiore ai 9 mesi. 
Per testare il latte di stalla sono utilizzati o la RT-PCR o il kit ELISA Ac  
commerciale per il rilevamento degli anticorpi (Svanovir, BVDV antibody ELISA, 
Svanova Biotech AB, Uppsala, Sweden):  
• se nell’arco di 12 mesi si hanno tutti i risultati negativi per BVDV, 
l’allevamento può essere considerato privo di infezione;  
• se i due controlli negativi, effettuati con 12 mesi di distanza, sono 
negativi, l’allevamento può essere considerato BVD-free;  
• se invece il campione di latte è positivo alla RT-PCR, si devono testare 
individualmente  i bovini per identificare eventuali soggetti PI. 
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Nel 2014 si attueranno le misure di controllo volte a ridurre ulteriormente 
l’infezione negli allevamenti, si impone; il divieto di spostamenti/vendite di 
soggetti infetti da BVDV; la richiesta della certificazione dello stato sanitario 
dell’allevamento prima della vendita; le restrizioni per gli animali/allevamenti 
non testati; sarà fatto divieto di spostare o vendere soggetti PI o 
transitoriamente infetti con l’obiettivo di  ridurre l’infezione nel paese. 
Attraverso il  Cattle Tracing System e attraverso i risultati dei laboratori 
autorizzati, il governo scozzese sarà informato sugli spostamenti degli animali 
positivi. 
Verrà richiesta la certificazione dello stato sanitario degli animali riproduttori 
prima della vendita o dello stato sanitario dell’intero allevamento e infine 
verranno introdotte restrizioni per coloro che non hanno portato a termine il 
programma di screening, rimanendo in vigore fino al completamento di esso. 
Dal dicembre 2014 verranno introdotte altre misure di controllo, fra cui il divieto 
di spostamento di soggetti provenienti da allevamenti non negativi che potranno 
essere movimentati solo verso il macello, oppure verranno testati singolarmente 
per impedire una nuova diffusione del virus in Scozia e, qualora venissero 
introdotti dei soggetti dall’estero, questi verranno testati singolarmente per 
BVDV. 
1.5.2 Piano di eradicazione in Irlanda 
L’allevamento è un settore di estrema importanza per l’economia irlandese, 
infatti sul territorio sono presenti circa 6,6 milioni di bovini, di cui circa un milione 
di vacche nutrici da carne e circa un milione di vacche da latte. 
L’infezione da BVDV in allevamenti da latte può causare una ridotta produzione 
di latte, ritardo nell’accrescimento, scarso rendimento produttivo, maggior 
predisposizione alle malattie ed aumento della mortalità fra i giovani animali, 
determinando un danno economico che va dai 19€ ai 600€ per vacca. 
L’acquisto di vitelli PI o di bovine gravide di vitelli PI è il maggior fattore di 
rischio per l’ introduzione di BVDV in un allevamento, inoltre la gestione dei 
pascoli, dei greggi e delle mandrie aumenta la diffusione del virus a livello 
nazionale. 
La sieroprevalenza di allevamento è stimata intorno al 69-78%, dimostrando 
che circa il 50% degli allevamenti irlandesi risulta infetto o ha avuto un’infezione 
recente. 
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Invece la prevalenza dei PI è stata stimata intorno a al 2%, arrivando al 33% 
suppondo che ogni allevamento acquisti in media 20 bovini. 
Nel contesto irlandese è necessaria una legislazione che impedisca la 
commercializzazione di bovine gravide, lo spostamento di vitelli PI da 
allevamenti dichiarati infetti ed infine l’abbattimento di questi ultimi [13]. 
Una campagna di breve durata ma intensa è richiesta per coinvolgere gli 
allevatori ed impedire che il virus di diffonda nuovamente nel territorio. 
Il piano nazionale di eradicazione è attuato con l’obiettivo di identificare lo stato 
sanitario di tutti i vitelli nati dal 1° gennaio 2013 in poi. 
Dal 1° gennaio 2012 la “Animal Health Ireland” ha attuato, su base volontaria, 
l’eliminazione dei soggetti PI nati in Irlanda [18], ciò è diventato obbligatorio dal 
1° gennaio 2013 e verrà attuato per tre anni con  l’obiettivo di ridurre la 
presenza di soggetti PI negli allevamenti. Negli anni successivi, per una durata 
di 4-6 anni, verranno monitorati gli allevamenti effettuamdo test sierologici e 
controllando il latte di stalla. 
Per testare i vitelli neonati  è stato effettuato l’esame bioptico auricolare ma, il 
successo del piano di eradicazione è dovuto anche all’attuazione di un piano di 
controllo del singolo allevamento con l’obiettivo di ridurre l’ingresso del virus. 
Il piano di eradicazione si basa su tre principi fondamentali: biosicurezza, 
identificazione dello stato di salute dell’allevamento e allontanamento dei 
soggetti infetti. 
Biosicurezza 
La biosicurezza ha  l’obiettivo di ridurre la presenza del virus nell’allevamento 
bovino e di impedirne l’ingresso. Gli animali provenienti da altri allevamenti 
rappresentano il maggior rischio di trasmissione dell’infezione, per cui sarebbe 
consigliato non importare in allevamento soggetti da altri allevamenti. 
Sarebbe opportuno non acquistare bovine gravide da allevamenti il cui stato di 
salute non è noto, infatti le bovine possono risultare negative al test ma avere 
un feto infetto. Se ciò viene rilevato è buona norma isolare la femmina fino al 
momento del parto e testare il piccolo alla nascita per vedere se è un PI. 
Sarebbe oltremodo opportuno avere idonei locali di isolamento dei soggetti non 
ancora testati ed effettuare un tempestivo allontanamento dei soggetti PI dal 
branco.  
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Altri rischi sono il contatto con altri animali selvatici, greggi di pecore. 
Identificazione dello stato di salute dell’allevamento ed allontanamento 
dei soggetti infetti 
Questo può essere attuato con due diversi approcci, un piano di controllo 
standard o avanzato. La scelta del piano dipende dal proprietario, dallo stato di 
salute della mandria e dal costo delle prove diagnostiche. 
Il piano di controllo standard consiste nell’attuazione delle norme di 
biosicurezza e di controllo degli animali. Il controllo bioptico dei vitelli permette 
ogni anno di avere un quadro sulla situazione sanitaria dell’allevamento  e di 
monitorare la presenza dei PI, tuttavia per stabilire lo status sanitario 
dell’allevamento saranno necessari circa 3 anni effettuando un monitoraggio 
anticorpale sui giovani animali non vaccinati e sul pool di latte di  stalla negli 
anni successivi. 
Il programma avanzato ha lo scopo di ottenere il più rapidamente possibile un 
allevamento con un elevato numero di soggetti negativi al test e permettere la 
vendita di tutti i soggetti. 
Procedura: 
• Se tutte le biopsie auricolari e tutti i membri del branco sono negativi, si 
attua il programma standard con le norme di biosicurezza e di controllo 
degli animali acquistati decidendo la strategia vaccinale continuando il 
monitoraggio bioptico dei vitelli ed effettuando lo screening sierologico 
dei soggetti di 8-18 mesi di età non vaccinati. 
• Se tutte le biopsie auricolari sono negative, ma lo stato sanitario di un 
gruppo non è conosciuto, si sceglie se attuare il piano di controllo 
standard, procedendo come indicato precedentemente, oppure con il 
piano avanzato ed  in quest’ultimo caso si effettua il test sierologico di 
tutta la mandria, testando ogni singolo individuo del branco per la ricerca 
del virus. 
• Si testano tutti i giovani bovini e tutte le vacche non testati 
precedentemente o con un esito negativo, si analizza il latte di stalla con 
la RT-PCR e, per la ricerca del virus, si testano tutte le manze gravide, 
tori e buoi. 
• Se la biopsia auricolare di un vitello è positiva, si può procedere o con 
abbattimento immediato, rimuovendo la fonte d’ infezione, oppure 
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isolandolo e testandolo dopo 3-4 settimane con un test sierologico che 
qualora risulti positivo determina l’abbattimento del capo.  
• Se invece il risultato è negativo  significa che l’animale ha un’infezione 
transitoria, ma non è un PI per cui può esse rintrodotto in allevamento. 
• Nel frattempo viene isolata la madre e se non se ne conosce lo stato 
sanitario viene testata con un esame sierologico, ed inserita nuovamente 
nel branco solo a seguito dell’esito negativo del test.  
• Qualora la madre risulti positiva al test può essere o isolata dal branco e 
testata  dopo 3-4 settimane, oppure abbattuta. 
• In allevamenti da latte può essere testato un campione di latte di stalla 
attraverso la RT-PCR; questo non attesta lo status ufficiale di ogni 
singolo animale, ma permette una rapida valutazione della mandria in 
lattazione.  
• Le vacche che non vengono munte devono essere testate 
separatamente.  
• Per le vacche gravide è necessario attendere la nascita dei vitelli e 
testarli con un esame virologico bioptico. 
Attualmente il 40% degli allevamenti da latte ed il 10% degli allevamenti da 
carne vaccinano contro il virus di BVD utilizzando uno dei vaccini ammessi in 
Irlanda (Bovidec e Bovilis BVD).  
Lo scopo principale della vaccinazione è quello di indurre un’ immunità 
protettiva negli animali al fine di proteggerli dall’ infezione ed evitare patologie 
dell’apparato riproduttore (infertilità,aborto,malformazioni, nascita di PI) che 
possano compromettere economicamente l’allevatore, tuttavia, va ricordato chei 
vaccini disponibili non forniscono una  protezione del 100%, in particolare 
quando le bovine gravide sono esposte ad  elevate cariche  virali. 
Man mano che l’eradicazione procederà, la prevalenza di animali PI e la 
probabilità che delle bovine gravide possano essere esposte al virus 
diminuiranno e potrà essere sospesa la vaccinazione.  
Dovranno comunque essere attuate rigide norme di biosicurezza, come ad 
esempio evitare l’introduzione di nuovi animali il cui stato sanitario non è 
conosciuto, per evitare una nuova introduzione del virus nel paese [19].  
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1.6  Piani di eradicazione in  Italia  
Per quanto riguarda i piani di eradicazione in Italia, questi non sono a carattere  
regionale. 
La prima regione ad intraprendere un piano di eradicazione è stata la provincia 
autonoma di Bolzano. Dal 1997 l’adesione al programma è stata volontaria e 
dal 1999 è divenuta obbligatoria. Inizialmente la strategia adottata è stata quella 
di prelevare campioni di sangue da tutti i soggetti, appartenenti a diverse fasce 
di età, per sottoporli a controllo virologico attraverso kit commerciali ELISA Ag. 
Successivamente è intrapresa la strada della ricerca di anticorpi nel latte di 
stalla e la ricerca virologica nella biopsie auricolari dei vitelli di poche settimane 
di vita. È stata vietata la vaccinazione e è stato intrapreso l’abbattimento di 
soggetti PI. Sono state applicate restrizioni sugli acquisti di animali dall’esterno 
della provincia e sono stati effettuati controlli sugli animali ammessi alle fiere e 
su tutti i soggetti che sono stati condotti all’alpeggio. Negli anni successivi è 
continuato il controllo su biopsie auricolari dei vitelli per la ricerca dell’antigene 
virale ed il prelievo di campioni ematici per la ricerca dell’antigene e degli 
anticorpi. 
Nel 2011 sono stati testati un totale di 70’394 animali di cui 62’811 vitelli, mentre 
nel 2012 sono stati testati 66’889 animali, di cui 61’419 vitelli. I vitelli sono stati 
testati tramite prelievo di un campione di cartilagine auricolare. Nel corso 
dell’anno 2011-2012, in 143 aziende esaminate, sono stati riscontrati 156 PI 
testati per primo controllo[20]. A seguito di tale risultato, la provincia autonoma di 
Bolzano non può considerarsi indenne da BVD e stanno continuando i controlli 
per gli animali destinati all’alpeggio. 
Anche nella provincia autonoma di Trento  e nella regione del Veneto stanno 
continuando i piani di eradicazione, allo scopo di ottenere l’indennità da tale 
malattia. 
La regione Piemonte sta continuando il piano di eradicazione iniziato a partire 
dal 2009. 
Ha intrapreso nell’ultimo triennio un progetto pilota “Studio per l’applicazione di 
protocolli diagnostici integrati di Sanità Pubblica Veterinaria in allevamenti 
bovini da riproduzione ad alta produzione” con la finalità di approfondire, testare 
e proporre nuovi protocolli diagnostici ed operativi. 
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Il programma è proposto agli allevatori che, su base volontaria, si impegnano 
alla adozione delle misure di profilassi diretta previste, ed alla effettuazione 
degli accertamenti diagnostici indicati. 
Il programma è inizialmente rivolto agli allevamenti fornitori di vitelli ai centri 
genetici, ed esportatori di manze dall’allevamento. Inoltre è rivolto anche agli 
allevatori che partecipano alle rassegne zootecniche o che vendono riproduttori.  
Agli allevamenti aderenti è fornito il servizio di controllo diagnostico, secondo il 
protocollo indicato per ciascun livello di intervento previsto, ed è mantenuta la 
vigilanza sul rispetto delle misure di biosicurezza richieste alle aziende aderenti. 
Per il primo livello d’intervento si attua Io screening sierologico su 5 bovini 
dell’allevamento.  Questo è previsto per gli allevamenti da riproduzione con 
interesse al controllo dell’infezione (in previsione dell’adesione), e per la verifica 
annuale nelle aziende aderenti negative. 
Per il secondo livello d’intervento si attuano approfondimenti sierologici e 
virologici negli allevamenti aderenti al piano, che hanno evidenziato positività 
all’indagine di screening; infine per il terzo livello si attua la sorveglianza sui 
nuovi nati nelle aziende aderenti con circolazione virale.  
I test impiegati sono ELISA ac ed ELISA Ag [21]. 
Nella regione autonoma Friuli-Venezia Giulia si sta continuando il piano di 
risanamento degli allevamenti da BVDV intrapreso nel 2005, su base volontaria, 
e divenuto obbligatorio dal 2007. 
Il piano di controllo intrapreso è il seguente: 
• Sottoporre a prelievo di sangue, per la ricerca dell’antigene virale, 
mediante il metodo ELISA tutti i capi maschi e femmine delle aziende da 
riproduzione di età compresa fra i 9 ed i 24 mesi.  
• Qualora a seguito del controllo si osservino dei soggetti viremici, questi 
dovranno essere sottoposti ad un secondo prelievo a distanza di 3-4 
settimane. 
• Nel caso in cui il soggetto risulti nuovamente positivo al test deve essere 
ritenuto infetto ed allontanato, quanto prima, dall’allevamento con obbligo 
di macellazione. 
• Dal 2011 i vitelli di pochi giorni d’età devono essere sottoposti al prelievo 
bioptico auricolare per la ricerca dell’antigene virale. 
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• Tutti gli animali di nuova introduzione nella regione devono essere 
accompagnati da un certificato che attesti che l’animale proviene da un 
allevamento in cui non sono state riscontrate prove cliniche o patologiche 
della BVD negli ultimi 12 mesi e che sono stati sottoposti a prelievo di 
sangue, con esito negativo, non oltre i 21 giorni (fatta eccezione per i 
vitelli destinati ai centri genetici che possono essere controllati entro i sei 
mesi di eta). 
Nel 2012 si è continuato il prelievo bioptico in tutte le vitelle nate 
nell’allevamento da riproduzione ed i prelievi ematici da tutti i capi femmina nati 
nelle aziende prima del settembre 2011 e che nel corso del 2012 hanno 
raggiunto i 9 mesi di età [22]. 
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Capitolo II - Rinotracheite Infettiva Bovina 
2.1 Introduzione 
La Rinotracheite Infettiva Bovina (IBR) è una malattia infettiva contagiosa, 
caratterizzata da un quadro morboso che, oltre alla rinotracheite, comprende 
cheratocongiuntivite, aborto, vulvovaginite e balanopostite pustolosa, infertilità, 
episodi di meningoencefalite nei giovani animali ed infezione neonatale 
sistemica. 
IBR è inserita fra le malattie del bovino nella lista “OIE-Listed diseases, 
infections and infestations in force in 2013” della World Organisation Animal 
Healt (OIE). 
Il virus responsabile, denominato BoHV-1, appartiene alla famiglia 
Herpesviridae, sottofamiglia Alphaherpesvirinae, genere Varicellovirus. Si 
distinguono diversi genotipi con proprietà biologiche differenti: BoHV-1.1 
responsabile di rinotracheite, congiuntivite ed encefalite; BoHV-1.2 che a sua 
volta comprende due sottogenotipi BoHV-1.2a ed BoHV-1.2b.   
Il primo  comprende stipiti isolati in corso di malattia respiratoria mentre il 
secondo  isolati responsabili di vulvovaginiti e balano postiti pustolose.  
Un altro genotipo, responsabile di encefalite nei vitelli, è stato successivamente 
incluso in una specie a sé stante ed identificato con la sigla BoHV-5. 
Gli stipiti di BoHV-1 costituiscono un unico sierotipo, per cui non si hanno fra gli 
stipiti differenze antigeniche tali da compromettere l’efficacia degli antigeni 
vaccinali comunemente in uso. 
Il virus infetta primariamente il bovino, ma può colpire anche altri ruminanti 
domestici e selvatici.  
Virus antigenicamente correlati a BoHV-1 sono stati isolati da diverse specie di 
ruminanti tra cui cervi, daini, renne e gnu. Bufalo e fauna selvatica possono 
svolgere un ruolo importante nel mantenimento dell'infezione. 
La forma clinica più frequentemente riscontrata è quella respiratoria spesso 
associata a cheratocongiuntivite, che può essere molto grave nei soggetti 
giovani, mentre nelle bovine in lattazione determina solo un calo della 
produzione lattea. 
Spesso, a seguito della forma respiratoria o a forme subcliniche, consegue 
l’aborto in bovine gravide non immuni nell’ultimo trimestre di gravidanza.  
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Se l’infezione si verifica negli ultimi giorni di gravidanza o nei primi giorni d’età 
dei vitelli si ha una sintomatologia sia respiratoria che gastroenterica che porta 
a morte l’animale entro pochio giorni dalla nascita. 
In seguito l’infezione, BoHV-1 può persistere in stato latente nei neuroni 
sensoriali, ad esempio nel trigemino o gangli sacrali. In seguito a possibile 
riattivazione l'animale infetto può diffondere nuovamente il virus (riescrezione) 
senza segni di malattia clinica. Pertanto, animali siero-positivi devono essere 
classificati come infetti da BoHV-1 (con due eccezioni: sieropositività indotta da 
vaccino inattivato o dagli anticorpi colostrali)[23]. 
La diagnosi di sospetto può essere effettuata osservando la sintomatologia  ed i 
rilievi anatomopatologici, ma per una diagnosi di conferma è necessario 
ricorrere alle indagini di laboratorio per la rilevazione dell’antigene virale e degli 
anticorpi specifici. 
2.2  Diagnosi  
Per la diagnosi si può ricorrere alla diagnosi diretta ed indiretta secondo le 
tecniche diagnostiche riportate nel capitolo “2.4.13 Infectious bovine 
rhinotracheitis/infectious pustular vulvovaginitis  del Manual of diagnostic Tests 
and Vaccines for Terrestrial Animals 2013“(Allegato II). 
2.2.1  Diagnosi diretta 
Il virus può essere isolato da tamponi nasali o genitali provenienti da animali 
con sintomi respiratori, vulvovaginite o balanopostite, raccolti durante la fase 
acuta dell'infezione o da vari organi raccolti post-mortem.  
I tamponi nasali vengono raccolti da bovini durante la fase precoce 
dell'infezione, quando gli animali presentano scolo nasale sieroso o 
mucopurulento.  
Nei casi di vulvovaginite o balanopostite, si effettuano tamponi genitali che 
dovranno essere strofinati energicamente contro le superfici mucose in esame.  
Il prepuzio può essere lavato con soluzione fisiologica, raccogliendo poi il 
liquido di lavaggio.  
I campioni ottenuti vengono poi sospesi in terreno di trasporto, mantenuti a 4 °C 
ed inviati rapidamente al laboratorio. 
In corso di necroscopia possono essere prelevati, raschiati tracheali, tonsille, 
polmoni e linfonodi bronchiali.  
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In caso di aborto, dal feto vengono prelevati  fegato, polmoni, milza, rene e 
cotiledoni placentari. I campioni devono essere tenuti in ghiaccio e inviati al 
laboratorio nel più breve tempo possibile [24]. 
Le tecniche diagnostiche ufficiali sono l’isolamento virale, la ricerca di antigeni 
virali e la ricerca del genoma virale.  
Isolamento virale 
Per l'isolamento del virus, possono essere utilizzate cellule primarie, secondarie 
o in linea continua derivate da organi di bovino (rene, polmone, testicolo, 
turbinati, trachea). Molto utilizzata è la linea continua MDBK. Le colture cellulari 
vengono controllate giornalmente per osservare la comparsa di effetto 
citopatico, che risulta evidente di solito entro 3 giorni dall’infezione del 
substrato. L'effetto citopatico è caratterizzato dalla presenza di cellule 
arrotondate disposte a grappolo, formazione di ponti citoplasmatici e sincizi.  
Per la corretta identificazione del virus si ricorre poi  a test di 
sieroneutralizzazione con un antisiero BoHV-1 monospecifico oppure con 
anticorpi monoclonali neutralizzanti.  
Fra le tecniche utilizzate per l’identificazione degli antigeni virali può essere 
utilizzata anche la tecnica di immunofluorescenza diretta. 
Inoltre, il surnatante delle colture infette, può essere utilizzato per identificare il 
sottotipo mediante l'analisi della lunghezza dei frammenti dopo digestione con 
enzimi di restrizione (RFLP) o come templato per prove di PCR.  
ELISA Ag 
Per l’identificazione rapida degli antigeni virali può essere impiegato un ELISA 
di cattura con anticorpi monoclonali [24].  
Immunofluorescenza 
Fra le tecniche utilizzate per la identificazione degli antigeni virali c’è la tecnica 
di immunofluorescenza diretta da tamponi nasali, oculari,  genitali o tessuti 
raccolti post-mortem. Il vantaggio di questa tecnica di rilevazione dell'antigene è 
che può portare ad una diagnosi in giornata, tuttavia la sensibilità di questa 




Ricerca del genoma virale 
Negli ultimi anni la metodica di diagnosi diretta alternativa all’isolamento virale, 
più utilizzata  è la ricerca del genoma virale mediante PCR.  
Rispetto all'isolamento virale, la PCR ha il vantaggio di essere più sensibile e 
più rapida. Può essere utilizzata anche su seme e su materiale patologico. E’ in 
grado inoltre di rilevare la presenza di DNA virale  episomiale non replicante nei 
gangli sensoriali, ad esempio nel ganglio trigemino, nella fase latente 
dell'infezione.  
I geni TK, gB, gC, gD e gE sono stati usati nel disegno di primers per 
l'amplificazione con PCR. Inoltre, PCR basate sulla rilevazione di sequenze gE 
possono essere utilizzate per differenziare il virus selvaggio dai ceppi del 
vaccino gE-deleto.  
Sono state messe a punto tecniche di PCR specifiche in grado di discriminare 
tra BoHV-1, BoHV-5 e altri alphaherpesvirus correlati. 
Oltre la PCR convenzionale il manuale descrive una metodica di real-time PCR 
per l’identificazione del DNA virale di BoHV-1, compresi i sottotipi 1 e 2, nello 
sperma di bovino. Il test amplifica selettivamente una sequenza di 97 paia basi 
del gene della glicoproteina B (gB) [24].  
2.2.2  Diagnosi indiretta  
La diagnosi indiretta può  essere utilizzata per: 
• Accertare un'infezione acuta rilevando la sieroconversione per questo 
dovranno essere eseguiti due prelievi di sangue, uno in fase acuta, l’altro 
in fase di convalescenza.  
• La sieroconversione è accertata con il passaggio di sieronegatività ad 
uno di sieropositività oppure con un  aumento del titolo anticorpale di 
almeno quattro volte.  
• Qualsiasi animale sieropositivo è considerato un potenziale escretore 
intermittente del virus ad eccezione dei vitelli che hanno acquisito 
passivamente gli anticorpi con il colostro e gli animali non infetti vaccinati 
con vaccini convenzionali non gE deleti. 
• Dimostrare l'assenza di infezione (ad esempio ai fini del commercio 
internazionale); 
• Determinare la prevalenza dell'infezione in studi epidemiologici; 
• Come supporto ai programmi di eradicazione e/o sorveglianza; 
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• A scopo di ricerca, ad esempio nella valutazione della risposta 
anticorpale dopo vaccinazione. 
I test sierologici, per la ricerca degli anticorpi anti BoHV-1,  attualmente più 
utilizzati nella diagnostica di routine sono la sieroneutralizzazione, l’ELISA 
indiretta e l’ELISA competitiva.  
Sieroneutralizzazione 
I test di sieroneutralizzazione sono eseguiti con varie modifiche e variano in 
relazione: al ceppo di virus utilizzato nel protocollo; alla diluizione iniziale del 
siero; al periodo di incubazione virus/siero (1-24 ore): al tipo di cellule utilizzate 
e al giorno della lettura finale.  
Tra queste variabili, il periodo d'incubazione virus/siero ha l'effetto maggiore 
sulla sensibilità del test, infatti un periodo di incubazione di 24 ore può 
determinare il riscontro di titoli anticorpali fino a 16 volte superiori rispetto alla 
normale  incubazione di 1 ora. 
Nella sieroneutralizzazione sono impiegate cellule primarie o secondarie di 
rene, testicolo, polmone, turbinati di origine bovina ma anche linee cellulari 
come la linea di rene bovino Madin-Darby (MDBK)[24]. 
ELISA Ac  
I test ELISA per la ricerca di anticorpi contro BoHV-1 stanno gradualmente 
sostituendo i test di sieroneutralizzazione.  
I test sierologici possono essere suddivisi in test convenzionali e test marker. 
Fino ad oggi gli unici test marker disponibili sono ''BoHV-1 gE-antibody blocking 
ELISAs''. 
Con questi test è possibile discriminare gli animali infetti dagli animali 
sieropositivi perché vaccinati con vaccini gE-deleti. 
I test ELISA, tra cui l'ELISA-gE, sono sempre più utilizzati per la rilevazione di 
anticorpi in campioni di latte, ma hanno alcune limitazioni.  
Testando latte di massa, un positivo al test gB-specifico indica che l'infezione è 
già diffusa tra gli animali. 
Con l'ELISA gE-blocking, il latte di massa risulta positivo quando oltre il 10-15% 
degli animali è infetto, di conseguenza, con questo test da latte di massa o da 
pool di campioni di latte, non è possibile dichiarare una popolazione libera 
dall'infezione da BoHV-1.  
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Un risultato negativo al test ELISA gE o gB eseguito su latte di massa, 
dovrebbe essere seguito dall'analisi di campioni di sangue individuali 
provenienti da tutti gli animali della mandria tuttavia, l'ELISA indiretto, 
ottimizzato per testare pool di latte di 50 animali, può indicare in modo affidabile 
lo stato sierologico di questi animali nei confronti di BoHV-1.  
Per il monitoraggio dello stato dell'infezione questi animali devono essere testati 
3-4 volte all'anno. 
Il test del latte di massa può dare una stima della prevalenza di BoHV-1 in un 
allevamento, una zona o paese ai fini della sorveglianza generale. 
Tali test dovrebbero essere integrati da test su siero (in singolo o pool) 
provenienti da animali non in mungitura. Campioni di latte di massa positivi 
devono essere confermati da test su campioni di sangue individuale provenienti 
da tutti gli animali inclusi nel gruppo [24].  
2.3 Novità Diagnostiche 
Nonostante i metodi di diagnosi ufficiali, molti studi sono svolti per trovare nuove 
metodiche diagnostiche. 
Multiplex PCR  
Spesso per identificare alcuni agenti infettanti è necessario attuare delle 
metodiche diagnostiche che richiedono tempi piuttosto lunghi. L'impiego della 
tecnica di multiplex PCR può ottimizzare i tempi di lavoro ed  i costi delle 
diagnosi. 
Ad esempio in un recente studio è stato descritto lo sviluppo di varie multiplex 
PCR per il rilevamento contemporaneo di alcuni agenti infettanti che causano l’ 
aborto nel bovini ed in particolare  Brucella, Leptospira, Campylobacter fetus, 
Hammondia heydorni, Neospora caninum, Toxoplasma gondii , Coxiella 
burnetii, Chlamydophila psittaci, Mycoplasma bovis, Mycoplasma 
bovigenitalium, Ureaplasma diversum, Bovine viral diarrhea virus, Bovine 
herpesvirus-1. 
In particolare lo sviluppo di una multiplex PCR per l'identificazione di BVDV e 
BoHV-1 può essere meno costosa e più veloce rispetto alla PCR simplex [25]. 
In un altro studio per diagnosticare contemporaneamente infezioni quali la  
leptospirosi bovina, la brucellosi bovina e la rinotracheite infettiva bovina nello 
sperma ed in vari campioni biologici è stata studiata ed effettuata, una multiplex 
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PCR. Questa tecnica può essere utilizzata come test di screening per il 
rilevamento simultaneo di questi agenti al fine di prevenirne la trasmissione con 
la monta naturale o l’inseminazione artificiale [26]. 
Infine un'altra applicazione della PCR multiplex potrebbe essere quella di 
agevolare l’identificazione di soggetti vaccinati con vaccini gE deleti da quelli 
infetti con un virus selvaggio, identificando e diversificando contem-
poraneamente le sequenze geniche di gD e gE del virus BoHV-1 [27]. 
Biosensore  
In un recente studio si è voluto testare un sistema biosensore che, utilizzando i 
soliti reagenti  e principi dell’ELISA indiretta per BoHV-1, possa dare dei risultati 
in 15 minuti. 
Il sistema è costituito da un macchinario di lettura portatile, capace di effettuare 
la lettura contemporanea di 40 biosensori alla volta. 
Il biosensore dopo le fasi di incubazione e lavaggi, tipici di un test ELISA, viene 
connesso allo strumento  per la lettura di un segnale elettrico che viene tradotto 
in un’ informazione digitale sullo schermo dello strumento. 
Sono stati testati dei campioni di latte di massa sia con il test ELISA per la 
ricerca degli anticorpi per BoHV-1 che con il biosensore per valutarne le 
prestazioni.  
Questo studio ha dimostrato che il biosensore può essere uno strumento 
promettente per la rilevazione di anticorpi in campioni biologici estremamente 
rapido, economico e può essere impiegato in qualsiasi luogo come ad esempio 
la stalla [28]. 
Test di agglutinazione al lattice 
In uno studio, effettuato in Cina, è stato dimostrato come l’impiego del test di 
agglutinazione al lattice su vetrino sia rapido, economico e di facile esecuzione 
per diagnosticare l’infezione da BoHV1.  
Basandosi sul principio dell’agglutinazione indiretta, per il quale gli anticorpi 
specifici reagiscono con l’antigene specifico adsorbito sulle particelle al lattice 
precedentemente sensibilizzate all’antigene, in caso di esito positivo, nell’arco 
di 5 minuti, si ha  un’ evidente agglutinazione che manca in caso di reazione 
negativa.  
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Per valutare la sensibilità e la specificità di questo test, è stata eseguita 
contemporaneamente una sieroneutralizzazione ed i risultati ottenuti con 
entrambi i test sono sovrapponibili. 
Questo ultimo aspetto fa ipotizzare che questa metodica possa essere attuata 
come test di screening nei paesi in via di sviluppo, non richiedendo personale e 
strutture qualificate per l’esecuzione [29]. 
Spesso il risultato di un test diagnostico è legato alla conservazione del 
campione e al tempo trascorso fra il prelievo e l’arrivo al laboratorio.  
E’ interessante lo studio effettuato nel 2011, dove è stato sperimentato un 
metodo alternativo per la raccolta e la conservazione del siero e del sangue. 
Tale metodo prevede che i prelievi ematici vengano  fatti assorbire su carta 
bibula da filtro. I campioni così raccolti sono stati testati per la ricerca di 
anticorpi verso BoHV-1 mediante sieroneutralizzazione ed ELISA, 
contemporaneamente a campioni raccolti e conservati tradizionalmente. Dai 
risultati ottenuti è emerso che il sangue o sieri raccolti in carta da filtro possono 
essere utilizzati senza perdita significativa di sensibilità e specificità [30]. 
2.3  Profilassi immunizzante 
La profilassi immunizzante contro BoHV-1 è attuata con lo scopo di proteggere 
gli animali dallo sviluppo di  forme cliniche e come supporto nei programmi di 
controllo e di eradicazione. 
In commercio sono disponibili vaccini attenuati, inattivati, vaccini a sub-unità e 
vaccini deleti a marker immunologico, sia vivi che inattivati. 
L'uso di vaccini marker in combinazione con test diagnostici discriminatori 
permette di distinguere gli animali sieropositivi da infezione da quelli 
sieropositivi da vaccinazione risultamdo utile nelle regioni con un'alta 
prevalenza di infezione o nei programmi di eradicazione; infatti in vari paesi 
dell'Unione Europea i vaccini gE deleti sono gli unici consentiti. 
Vaccini attenuati 
Questi vaccini evocano la risposta immunitaria già una settimana dopo la 
somministrazione e l’immunità risulta duratura. Stimolano adeguatamente 
l’immunità locale, umorale e cellulo-mediata e proteggono contro le forme 
cliniche. Tuttavia contenendo virus vivo  il loro impiego non è privo di effetti 
collaterali : il  virus vaccinale si replica nell’animale, determina viremia, viene 
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escreto nell’ambiente per tempi variabili, può superare la barriera placentare ed 
infettare il feto, può determinare infezione latente ed andare incontro a 
fenomeni di ricombinazioni genetiche con stipiti selvaggi.  
La presenza di anticorpi passivi nel vitello o in animali sieropositivi da infezione 
può influire negativamente sulla capacità replicativa del virus vaccinale. 
Sono stati largamente utilizzati in passato con l’obiettivo di controllare le forme 
cliniche, ma attualmente sono poco utilizzati poiché la sieropositività che 
inducono non può essere differenziata da quella dovuta ad infezione con il virus 
selvaggio. 
Dagli anni settanta sono stati selezionati stipiti vaccinali termosensibili  che 
replicano alla temperatura di 30 °C, ma non replicano a una temperatura 
superiore ai 37 °C. 
Questi vaccini vengono istillati per via nasale,  inducono una blanda infezione a 
livello della mucosa nasale, stimolando adeguatamente l’immunità locale, 
umorale e cellulo-mediata, proteggendo contro le forme cliniche, non provocano 
aborto, possono dare infezione latente negli animali vaccinati e sono 
distinguibili dagli stipiti selvaggi soltanto per la caratteristica della termo 
sensibilità.  
I vaccini attenuati contenenti stipiti Timidino-chinasi negativi (TK negativi) sono 
caratterizzati dal fatto che al virus  è stato  ''deleto'' il gene che codifica per 
l'enzima timidino-chinasi, uno dei geni coinvolti nella virulenza. 
Essi stimolano adeguatamente l’immunità locale, umorale e cellulo-mediata, 
proteggendo contro le forme cliniche. 
Possono dare infezione latente negli animali vaccinati e sono distinguibili dagli 
stipiti selvaggi per la mancanza del gene TK. 
Esistono anche i vaccini attenuati per delezione del gene che codifica per la 
glicoproteina E (gE),  che è associata alla virulenza del virus ma che non è 
essenziale per la sua replicazione.  
Tutti gli stipiti selvaggi esprimono la gE, mentre gli animali vaccinati con il 
vaccino gE deleto non presentano anticorpi diretti verso la gE 
Gli animali vaccinati con questi vaccini non producono anticorpi verso la gE e 
saranno distinguibili da quelli che si sono infettati con virus selvaggio. 
Il successo del loro impiego è legato al fatto che permettono di distinguere i 
soggetti vaccinati da quelli infetti. 
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Gli anticorpi anti-gE compaiono rapidamente dopo l’infezione con stipiti selvaggi 
e persistono per tutta la vita. I vaccini gE deleti stimolano adeguatamente 
l’immunità locale, umorale e cellulo-mediata, proteggendo dalle forme cliniche e 
non sono abortigeni [Nota a piè pagina 1]. 
È  particolarmente importante ricordare che tutti gli stipiti vivi attenuati possono 
determinare infezione latente e quindi possono riattivarsi e venire  escreti e  
trasmessi agli animali recettivi. 
Vaccini inattivati 
I vaccini inattivati invece sono vaccini non replicativi, sono sicuri, proteggono 
contro le forme cliniche, ma richiedono ripetute inoculazioni perché l’immunità 
che si instaura dopo la vaccinazione di richiamo è più tardiva e meno duratura. 
Sono meno protettivi rispetto ai precedenti, ma possono prevenire la 
riattivazione dell’infezione latente. 
I vaccini a subunità contengono solo una proteina virale, per esempio la 
glicoproteina D quella in grado di stimolare prevalentemente la formazione di 
anticorpi ad attività neutralizzante. Questa proteina può essere prodotta per 
estrazione dalle particelle virali o più agevolmente prodotta con metodi 
ricombinanti su cellule eucariote. 
Se correttamente adiuvati, questi vaccini stimolano una efficace risposta 
immunitaria verso la glicoproteina D che può essere differenziata da quella 
indotta dal virus selvaggio. 
Infine esistono i vaccini gE deleti inattivati con aggiunta di adiuvanti, che 
risultano più sicuri, ma meno efficaci dei vaccini gE deleti-vivi nel proteggere 
dalle forme cliniche [31].  
In un recente studio è stato prodotto un vaccino inattivato gG e Tk deleto che è 
risultato più sicuro ed in grado di offrire un buon grado di protezione già dopo 3 
giorni dalla somministrazione [32]. 
È stato prodotto un vaccino ricombinante brasiliano BoHV-1 ceppo SV265 gE 
deleto per valutare il grado  di protezione da esso conferita dopo un’ 
                                                 
1
 Non abortigeni fino a 10 volte la dose vaccinale inoculata per via intramuscolare ed 
endovenosa ad animali al 6°-7° mese di gestazione. La via endovenosa non è 
ovviamente quella raccomandata per la vaccinazione con uno stipite attenuato, ma 
rappresenta il metodo più efficace per rilevare la potenzialità abortigena di uno stipite. 
Tutti i vitelli nati da madri vaccinate in gravidanza sono risultati sieronegativi prima 
dell'assunzione del colostro e questo conferma che il virus non ha attraversato la 
placenta. 
34 
immunizzazione per via genitale. E’ stata inoltre valutata la capacità del ceppo 
ricombinante di riattivare un’infezione latente in manze vaccinate per via 
vaginale. I risultati di tale studio hanno dimostrato che Il vaccino attenuato 
inoculato a livello genitale è in grado di conferire una protezione soddisfacente 
contro le infezioni genitali, causate da un altro virus eterologo altamente 
virulento, e di ridurre la sintomatologia clinica [33]. 
2.4  Piani di eradicazione in Europa 
Negli ultimi 25 anni molti paesi europei hanno intrapreso piani di eradicazione 
contro BoHV-1 e molti di essi hanno raggiunto lo status di IBR free. 
Fra questi troviamo la Svezia, la Norvegia, la Danimarca, l’Austria e la Svizzera. 
In Grecia, Portogallo, Lituania, Estonia e nel Regno Unito (in quest’ultimo la 
sieroprevalenza d’allevamento si aggira intorno al 50%) non vengono attuati 
piani di eradicazione a livello nazionale ed è concessa la vaccinazione con 
vaccini convenzionali o deleti. 
In Polonia non è attivo nessun piano di controllo della malattia ed è stato 
revocato il divieto di vaccinare gli animali, ammettendo l’uso di vaccini marker. 
In Olanda dal 1998 fino al febbraio 1999, è stato indetto un piano di 
eradicazione obbligatorio per IBR, che successivamente è divenuto volontario e 
gestito dalla GD (Dutch Health Service Animale). Attualmente, per ottenere la 
certificazione IBR-free, tutti gli animali devono essere negativi ai test sierologici 
su campioni di sangue individuali o ai test sul latte di massa per la ricerca degli 
anticorpi gE. Solo la vaccinazione con i vaccini marker, inattivati o attenuati,  è 
consentita. 
Dal 2002 la Germania ha applicato un piano di eradicazione obbligatorio che è 
ancora in corso di attuazione. L'obiettivo è eliminare BoHV-1 fino al 
raggiungimento della certificazione IBR-free in assenza di anticorpi gB,  ai sensi 
dell'articolo 10 della direttiva 64/432/CEE. Campioni di sangue individuali 
devono essere raccolti da tutti gli animali di età superiore a 9 mesi e devono 
essere testati per valutare la presenza di anticorpi gB. Se tutti i campioni sono 
negativi l’allevamento ottiene la qualifica di IBR-free gratuitamente; per 
mantenere tale qualifica,  tutti gli animali di età superiore ai 24 mesi devono 
essere testati una volta l'anno attraverso prelievi di sangue individuali o pool di 
latte di stalla.  Solo i vaccini marker, inattivati o attenuati, possono essere 
impiegati [34].  
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In Svizzera l’infezione da BoHV1 è comparsa per la prima volta nel 1977.  In un 
primo momento è stata contrastata con misure sempre più incisive e poi, a 
partire dal 1983, è stato introdotto un programma di eradicazione obbligatorio 
che dopo 10 anni, a fronte di enormi costi per un totale di 135 milioni di franchi, 
ha permesso di debellarla, acquistando lo stato di Paese “indenne da IBR”. 
Ciò significa che meno dello 0,1% delle aziende di bovini sono IBR infette.  
Per mantenere la propria indennità, la Svizzera fa in modo che lo sperma 
bovino ed i bovini importati siano sottoposti ad appositi esami. Anche i bovini 
che partecipano a esposizioni nazionali devono essere sottoposti ai test, 30 
giorni prima di essere trasportati e l’esito deve essere negativo; inoltre vengono 
esaminati i casi di aborto inconsueto (è in questo modo, ad esempio, che sono 
venuti alla luce i primi casi di IBR attualmente presenti nel Cantone Giura).  
Mediante un programma di controlli a campione, vengono effettuati controlli per 
verificare una eventuale nuova introduzione di BoHV1 nel territorio svizzero. 
Infine, per ogni caso di malattia, vengono attuate rigorose contromisure: tutti gli 
animali infetti vengono abbattuti e l’azienda di provenienza è sottoposta a 
sequestro per 30 giorni.  
In particolare, essendo una epizoozia da eradicare e sottoposta a denuncia 
obbligatoria, è discussa negli articoli 170-174 dell’ Ordinanza sulle Epizoozie 
(OFE) del 27 giugno 1995 (Stato 1° luglio 2013). Secondo l’articolo 170 la 
malattia è diagnosticata se l’analisi sierologica del sangue ha dato esito 
positivo, oppure se viene rilevata la presenza di BoHV-1[Nota a piè pagina 2]. 
Inoltre viene specificato che il tempo d’incubazione della malattia è di 30 giorni.  
Nell’articolo 171 che riguarda il riconoscimento ufficiale e la sorveglianza, si 
dichiara che tutti gli allevamenti bovini siano riconosciuti ufficialmente indenni 
da IBR.  
In caso di sospetto o di infezione, all’allevamento interessato viene tolto il 
riconoscimento ufficiale fino alla revoca del sequestro. 
I tori da allevamento di età superiore ai 24 mesi sono controllati annualmente 
mediante analisi sierologica [Nota a piè pagina 3]. 
                                                 
2
 Nuovo testo giusta il n. I dell'O del 30 nov. 2012, in vigore dal 1° gen. 2013 (RU 2012 
6859). 
3
 Nuovo testo giusta il n. I dell'O del 28 mar. 2001, in vigore dal 15 apr. 2001 (RU 2001 
1337). 
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In caso di sospetto di infezione o di contaminazione virale, come indicato 
nell’articolo 172, il veterinario deve ordinare il  sequestro semplice di 1° grado 
dell’allevamento e l’analisi sierologica di tutti gli animali fino all’invalidazione del 
sospetto.  
Il sospetto di epizoozia è invalidato quando una nuova analisi sierologica di tutti 
gli animali, effettuata dopo 30 giorni, risulta negativa. 
Se in corso di epizoozia (articolo 173) viene diagnosticata IBR, il veterinario 
ordina il sequestro semplice di 1° grado dell’allevamento infetto e  la 
macellazione degli animali sospetti o infetti. Inoltre ordina che i residui 
provenienti dalla lavorazione del latte dell’allevamento sotto sequestro vengano 
pastorizzati prima di essere usati come alimento per i vitelli e che le stalle siano 
pulite e disinfettate. 
Il veterinario revoca il sequestro dopo che l’analisi emosierologica di tutti gli 
animali è risultata negativa. I prelievi possono essere effettuati al più presto 30 
giorni dopo l’eliminazione dell’ultimo animale infetto. 
Infine nell’articolo 174, si dichiara che il seme dei tori, la cui analisi sierologica è 
od era risultata positiva, non può essere impiegato per l’inseminazione artificiale 
[35]
. L’Ufficio Federale Svizzero può autorizzare, con l’accordo dei veterinari 
cantonali, l’impiego del seme prelevato prima del presunto momento del 
contagio. 
Dal 2013 viene attuato un programma di sorveglianza con lo scopo di 
mantenere il patrimonio bovino svizzero esente da alcune malattie fra cui la 
rinotracheite infettiva bovina (IBR). 
Secondo la normativa la sorveglianza si basa su tre principi:  
• il detentore di animali notifica i bovini con sintomi (clinici) sospetti al 
veterinario, il quale esegue ulteriori analisi;  
• tutti gli animali importati vengono esaminati durante il periodo di 
isolamento per accertare l’assenza di questi agenti patogeni, mentre 
quelli che partecipano a esposizioni inter-regionali vengono sottoposti al 
test dell’IBR.  
• l’assenza delle epizoozie viene comprovata ogni anno mediante un 
programma di sorveglianza.  
Per rendere il programma di sorveglianza ancora più efficiente sono state 
identificate determinate aziende strategiche per l’eradicazione di questa 
epizoozia, le cosiddette aziende sentinella. Tali aziende si distinguono per l’ 
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elevato traffico di animali, l’ importazione di animali, la prossimità con i confini 
territoriali e l’ ubicazione in territori con un’elevata densità di animali.  
Per poter individuare le aziende sentinella si raggruppano le informazioni 
rilevanti sul traffico di animali contenute nella banca dati. Le aziende sentinella 
sono quelle le cui analisi contribuiscono maggiormente a documentare 
l’assenza dell’epizoozia. Dato che nel corso del tempo i criteri rimangono 
pressoché invariati, le aziende sentinella rimangono spesso le stesse per 
diversi anni. Ciò significa, in pratica, che in futuro i bovini di queste aziende 
verranno sottoposti ogni anno ai test dell’IBR.  
Oltre alle 400 aziende sentinella, altre 700 aziende non lattiere e 1’700 aziende 
lattiere vengono scelte causalmente per essere esaminate. Nelle aziende non 
lattiere vengono prelevati campioni di sangue da animali di età superiore a 24 
mesi. Il prelievo avviene su mandato del Cantone ed è eseguito dai veterinari 
responsabili delle aziende. Le aziende lattiere vengono sorvegliate attraverso 
analisi di campioni di latte sfuso; a tal proposito si utilizzano i campioni 
provenienti dal controllo del latte eseguito da Suisselab AG.  
Poiché si può ritenere che attualmente la Svizzera sia indenne da IBR, i risultati 
di laboratorio vengono inviati ai detentori degli animali esaminati solo nel caso 
in cui l’esito sia positivo.  
I detentori di animali delle aziende regolarmente esaminate hanno, da un lato, il 
vantaggio di conoscere e poter documentare lo stato sanitario dei loro 
allevamenti, dall’altro, di individuare in modo tempestivo eventuali animali infetti 
in modo da limitare i danni [36]. 
2.4.1 Piano di eradicazione in Irlanda 
In Irlanda il piano di eradicazione inizierà, a livello nazionale, nel 2014. 
Nel 2013 sono stati sensibilizzati gli allevatori ad aderire al piano di 
eradicazione, insistendo sui vantaggi che tale progetto porterà per l’economia 
del paese. 
Fra i vantaggi sono  il miglioramento della salute mandria e della sua 
produzione, la possibilità di vendita del liquido seminale nei centri di raccolta e 
la possibilità di esportare bovini vivi verso i paesi che sono IBR-free (o che 
hanno un programma di controllo in atto per tale malattia). 
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Nel frattempo gli allevatori possono intraprendere un piano di controllo 
individuale, in collaborazione con il veterinario aziendale, analizzando, 
controllando e monitorando la mandria. 
In un allevamento di bovine lattifere, per il quale non si conosce lo stato 
sanitario della mandria o non se ne conosce il numero esatto di soggetti infetti, 
si deve procedere effettuando uno screening del latte di cisterna con un test 
ELISA per la ricerca degli anticorpi. 
• Se il risultato è negativo, si può procedere testando individualmente i 
soggetti dell’allevamento (è un passaggio non necessario) ed attuando le 
norme di biosicurezza per evitare che l’infezione entri nell’allevamento. 
• Si può eventualmente vaccinare per conferire maggior protezione agli 
animali. 
• Se il risultato del latte di massa è positivo, si deve procedere testando 
individualmente i soggetti dell’allevamento per valutarne la 
sieroprevalenza (questo non è necessario se la prevalenza 
dell’allevamento è bassa). 
• Se la prevalenza è bassa si devono attuare le norme di biosicurezza, 
mentre l’isolamento/abbattimento e la vaccinazione sono a discrezione 
dell’allevatore. 
• Per ridurre l’infezione è consigliato l’isolamento o l’abbattimento dei  
soggetti infetti ed e consigliata la vaccinazione per rinforzare l’immunità 
degli animali. 
• Se la sieroprevalenza dell’allevamento è medio-alta si devono attuare le 
norme di biosicurezza e la vaccinazione, ma non l’isolamento o 
l’abbattimento. 
Questo procedimento è obbligatorio anche per  allevamenti di bovini da carne. 
Per quanto concerne la vaccinazione, esistono diversi tipi di vaccini impiegati 
contro IBR, ma il vaccino più ampiamente impiegato è il vaccino marker che 
può essere facilmente monitorato. 
Una vaccinazione regolare della mandria è il metodo più comunemente usato, e 
riduce la probabilità che il virus si diffonda nell’allevamento. 
La vaccinazione in mandrie negative per BoHV-1 può essere fatta anche per 
ridurre il rischio di introduzione del virus.  
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In allevamenti con una prevalenza medio-alta la vaccinazione, insieme alle 
norme di biosicurezza, è l' opzione più pratica e adeguata ed è probabilmente 
l'opzione migliore per la maggior parte degli allevamenti irlandesi.  
Per valutare lo stato sanitario della mandria, tutti gli animali dovranno essere 
testati una o due volte l’anno. Questi potranno essere testati individualmente o 
in alternativa un campione rappresentativo da ciascun gruppo. 
Lo screening in un allevamento di bovine lattifere si deve attuare utilizzando un 
kit ELISA per la ricerca degli anticorpi sul latte di massa. 
Può essere utilizzato in mandrie con bassa prevalenza o risultate negative al 
test con lo scopo monitorare lo stato d’infezione nell’allevamento. Infatti se il 
virus inizia a diffondersi, i livelli degli anticorpi nel latte di cisterna 
aumenteranno. 
Un risultato negativo al test ELISA può essere ottenuto in mandrie in cui sono 
presenti fino a 15-20% di vacche con infezione latente. 
Pertanto, un risultato negativo non può essere la prova che l’allevamento sia 
IBR free. 
Negli allevamenti in cui è presente un’elevata sieroprevalenza, dovuta ad un 
numero elevato di soggetti con infezione latente, il risultato del test ELISA sarà 
positivo anche se i soggetti sono stati vaccinati di recente. 
Nei casi in cui gli animali dell’allevamento entrino a contatto con animali 
provenienti  da altri allevamenti, saranno necessari test supplementari. 
Per valutare se la vaccinazione sta riducendo l’infezione negli allevamenti a 
medio-alta prevalenza, si possono testare i soggetti più giovani nati in 
quell’allevamento dall’inizio del piano di vaccinazione infatti, un programma di 
vaccinazione dovrebbe fermare  la  diffusione dell'infezione nell’allevamento, in 
modo che gli animali nati dopo l' inizio del programma non contraggano 
l’infezione.  
Se tutti i soggetti risultano IBR gE negativi ed anche il test ELISA del latte di 
massa è negativo, significa  che la prevalenza dell’allevamento si sta 
abbassando.  
Gli animali infetti o il loro sperma o i loro embrioni non possono essere 
commercializzati con molti paesi nella UE a causa della legislazione UE 
2003/43/CE . 
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Uno dei motivi per cui si attuano piani nazionali di eradicazione, oltre ad 
affrontare i costi diretti associati alla malattia , è quello di superare le restrizioni 
commerciali indicate in suddetta legislazione.  
Particolare attenzione deve essere rivolta agli allevamenti che destinano lo 
sperma di toro ai centri di raccolta: 
• Evitare che i riproduttori entrino in contatto con il virus ( sia vaccinale che 
selvaggio); 
• La vaccinazione volontaria con qualsiasi tipo di vaccino esclude i 
riproduttori dall’ingresso nei centri di raccolta dello sperma;  
• La vaccinazione con  vaccini vivi ( in particolare per via intranasale ) di 
animali che possono entrare in contatto con i potenziali riproduttori può 
essere causa di  esposizione accidentale al virus vaccinale.  
• Il materiale ed i mezzi di trasporto impiegati per i riproduttori (siringhe , 
attrezzature per movimentazione , ecc) non devono essere impiegati per 
altri animali per evitare la trasmissione accidentale del virus vaccinale o 
di quello selvaggio. 
E’ importare precisare che in Irlanda solo i vaccini marker sono autorizzati; nell’ 
Irlanda del Nord sono autorizzati sia i vaccini marker che i vaccini convenzionali [37]. 
2.5 Piani di eradicazione in Italia  
Con la circolare ministeriale n° DGVA.VIII/28926/-I.8.d/368 del 14/09/2004, le 
regioni italiane  sono state incoraggiate ad attuare dei  piani di controllo nei 
confronti dell’IBR.  
Nel 1990 è stato attuato il primo piano di eradicazione italiano, su base 
volontaria, nella provincia autonoma di Bolzano, diventando obbligatorio nel 
1994. La qualifica d’ indennità è stata ottenuta nel 2000. 
La Regione Lombardia ha emanato il primo piano volontario di controllo dell’IBR 
nel gennaio 2001 con Decreto Regionale n° 157 che successivamente è stato 
revocato e sostituito dal Decreto Regionale n°17770 del 30 Settembre 2002. 
Successivamente con il decreto n ° 5080 del 17 maggio 2007 il piano di 
eradicazione è divenuto  obbligatorio in tutta la regione ed è stato revocato il 
D.D.U.O. n° 454 del 19 gennaio 2005 “Piano di controllo della rinotracheite 
bovina infettiva”. 
La Regione Piemonte a partire dal 2003, con la DGR 24-8144 del 30/12/2002 
successivamente modificata con DGR n. 46-8919 del 4 giugno 2008, ha reso 
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disponibile agli allevatori un "Programma regionale di profilassi della 
rinotracheite infettiva bovina" che dispone misure obbligatorie di profilassi 
dell'IBR per gli allevamenti da riproduzione piemontesi e prevede la facoltà, da 
parte di allevatori interessati, di aderire su base volontaria, ad un piano di 
controllo ed eradicazione della malattia usufruendo di assistenza gratuita 
(prelievi, analisi e consulenza) da parte dei Servizi Veterinari delle ASL. 
Le misure di biosicurezza adottate nell’ambito del programma consentono di 
garantire una protezione verso anche altre malattie e forniscono pertanto le 
essenziali garanzie per il raggiungimento di un elevato standard sanitario degli 
animali allevati con importanti ricadute per gli allevatori che possono riscontrare 
un aumento della redditività dell'azienda e del valore dei capi da riproduzione e 
per la salute pubblica con la produzione di prodotti di migliore qualità. 
Le misure previste per gli allevamenti aderenti includono il controllo annuale dei 
capi superiori ai 12 mesi di età e l’adozione di misure di profilassi diretta e 
indiretta, concordate con il Veterinario Libero Professionista di riferimento per 
l’allevatore [21]. 
Il piano prevede anche misure obbligatorie per tutti gli allevamenti piemontesi: 
• divieto di commercializzare bovini da riproduzione positivi all’infezione; 
• controllo obbligatorio per gli allevamenti che inviano capi in alpeggio; 
• obbligo di vaccinazione pre moving dei capi positivi inviati in alpeggio; 
• obbligo di segnalazione dello stato sanitario nei confronti dell’IBR sui 
modelli di spostamento degli animali (mod. 4 e mod. 7); 
• il divieto di utilizzo di vaccini interi vivi attenuati; 
• tutti i bovini maschi da riproduzione movimentati devono essere 
sottoposti ad accertamento diagnostico indipendentemente dall’età; 
• per il raggiungimento della qualifica di indenne o ufficialmente indenne gli 
allevamenti aderenti devono essere sottoposti a 2 controlli eseguiti tra 2 
e 12 mesi. 
Nell’ anno 2011 è proseguito il trend di nuove adesioni al piano da parte degli 
allevatori, con un aumento delle aziende aderenti, passate dal 67,7% nell’ anno 
2010 al 75,0% nell’anno 2011, sul totale di aziende da riproduzione presenti in 
Regione Piemonte. Anche il numero di animali presenti negli allevamenti 
aderenti ha avuto un sensibile aumento rispetto agli anni precedenti. 
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A conferma dell’andamento positivo del piano si può prendere in considerazione 
una diminuzione, seppure ancora molto contenuta, della percentuale di aziende 
positive all’infezione (dal 37,5% del 2010 al 36,8% del 2011) e un 
contemporaneo aumento, sia in termini assoluti sia in percentuale, di 
allevamenti da riproduzione con qualifica indenne  o ufficialmente indenne per 
IBR. 
Purtroppo una lenta eliminazione di capi risultati positivi alle prove diagnostiche, 
perché sottoposti a vaccinazioni con vaccino tradizionale, non consente ancora 
una decisa contrazione del numero degli allevamenti positivi.  
Al 31/12/2012 risultavano ancora presenti negli allevamenti aderenti al piano 
circa 42.000 capi positivi per IBR, per lo più con positività da vaccino 
tradizionale e con una forte prevalenza di bovini di razza piemontese. Il ricorso 
massiccio negli anni antecedenti il piano alla vaccinazione con vaccino 
tradizionale anche negli allevamenti a prevalenza di capi di razza piemontese 
(razza a lunga vita riproduttiva), non consente purtroppo di individuare per gli 
anni futuri una rapida evoluzione positiva del piano [39]. 
Nella regione Marche la prevalenza di IBR è stata stimata intorno al 36, 2%, 
diventando un ostacolo nella commercializzazione dei bovini con altre regioni 
italiane e paesi europei che hanno intrapreso piani di controllo della malattia. 
Per cui per tutelare l’economia regionale, incentivando la vendita dei bovini di 
razza marchigiana, e per migliorare lo stato sanitario degli allevamenti con il 
decreto  della giunta comunale n° 181/2009, si è stabilito il piano regionale di 
controllo di IBR per il triennio 2009-2010-2011. 
Il piano viene applicato, su base volontaria, dagli allevatori di bovini da 
riproduzione e, nel caso in cui nell’allevamento siano presenti altri bovidi 
sensibili alla malattia (bison bison o bubalus bubalus) i controlli devono essere 
estesi anche a tali animali. 
Nella fase preliminare del piano tutti i bovini di età superiore ai 9 mesi devono 
essere monitorati per capire lo stadio d’infezione dell’allevamento. Sulla base 
dei risultati dei test sierologici, gli allevamenti sono stati divisi in allevamenti 
sieronegativi, allevamenti a bassa prevalenza (< 20 %) o allevamenti ad alta 
prevalenza (>20-30%). In relazione a ciò devono essere adottate diverse 
strategie per il controllo dell’infezione. 
La richiesta di qualifiche di indennità nella fase preliminare può essere richiesta 
dall’allevatore solo se tutti i soggetti dell’allevamento risultano negativi al test 
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sierologico (allevamento ufficialmente indenne) o tutti risultano sierologicamente 
negativi alla glicoproteina gE perché attuata la vaccinazione con vaccino 
marker (allevamento indenne). Una volta ottenuta la qualifica il servizio sanitario 
provvede ad effettuare, ogni anno, 2 prelievi a distanza di 5-7 mesi su tutti gli 
animali presenti in allevamento con età superiore ai 9 mesi (l’età può essere 
abbassata in relazione alle informazioni relative allo stato sanitario dell’al-
levamento). 
Per la sierologia, su sangue individuale, si deve impiegare il test ELISA-IBR nel 
caso di soggetti infetti o  immunizzati con vaccini convenzionali, invece se gli 
animali  sono  stati immunizzati con vaccini deleti si deve utilizzare il test 
ELISA-IBRgE  specifico. 
La qualifica di “ufficialmente indenne“ è ottenuta quando i due esami sierologici, 
a distanza di 5-7 mesi l’uno dall’altro, sono negativi. In questi allevamenti non si 
effettua la vaccinazione. 
Questa qualifica viene mantenuta se nessun bovino mostra sintomi clinici, se i 
bovini acquistati provengono da altre aziende certificate ufficialmente indenni, 
se le femmine vengono fecondate con sperma non infetto,e se tutti i bovini con 
età superiore ai 9 mesi risultano negativi al test sierologici in un intervallo di 
tempo non superiore ai 12 mesi. 
Gli animali che sono stati trasportati all’esterno dell’allevamento devono essere  
isolati per 30 giorni  e dopo il 21 giorno devono essere testati per BoHV1. 
La qualifica di “allevamento indenne“ è ottenuta quando i due esami sierologici, 
a distanza di 5-7 mesi l’uno dall’altro, sono negativi ed il mantenimento della 
qualifica avviene come per gli allevamenti precedentemente indicati. 
In questo tipo di qualifica è ammessa la vaccinazione con vaccino marker. 
Qualora uno dei punti venga meno la qualifica viene sospesa; se allontanati i 
soggetti infetti la qualifica può essere concessa nuovamente a patto che siano 
trascorsi almeno 30 giorni dall’allontanamento dei soggetti e tutti i soggetti 
risultino negativi a 2 prelievi effettuati con 2 mesi di distanza l’uno dall’altro [39]. 
Continuano i finanziamenti per i piani di eradicazione nelle regioni del Veneto, 
del Friuli Venezia Giulia e della Valle d’Aosta con l’obiettivo di ridurre la 
prevalenza regionale.  
La Regione Lazio, con DGR 876 DEL 18/12/2006, ha stabilito un piano 
regionale di controllo dell’IBR. Nel 2007 si è conclusa la fase di monitoraggio 
sierologico obbligatorio  in tutti gli allevamenti da riproduzione regionali, 
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successivamente si è attuato il piano di eradicazione regionale su base 
volontaria per l’attribuzione del riconoscimento di allevamento indenne o 
ufficialmente indenne da IBR attualmente ancora in vigore.  
Il piano di eradicazione della malattia prevede il divieto di utilizzare vaccini non 
deleti, ad esclusione di quei capi risultati positivi al monitoraggio sierologico. 
I controlli sierologici ufficiali previsti per chi aderisce al piano, devono essere 
effettuati sul sangue: 
• di tutti i capi presenti in azienda di età superiore ai 9 mesi ad intervalli 
specifici 
• su campioni di latte di massa secondo precise modalità previste nel 
piano stesso. 
La DGR 876 DEL 18/12/2006 stabilisce, inoltre, controlli sierologici per la 
compravendita su tutti i capi di età superiore ai 9 mesi nei 30 giorni antecedenti 
la movimentazione o su tutti i capi indipendentemente dall’età se destinati ad 
allevamenti che hanno aderito al piano. 
Se le condizioni previste nella DGR di cui sopra vengono soddisfatte, l’azienda 
può usufruire della qualifica sanitaria di “allevamento indenne o ufficialmente 
indenne”[40]. 
In Campania il piano di eradicazione per IBR è stato emanato con la 
deliberazione N° 2313 del 29 dicembre 2007. Per favorire l’eradicazione di tale 
malattia infettiva la Regione ha intrapreso un piano di monitoraggio, basandosi 
su analisi sierologiche dei bovini allevati negli allevamenti campani.  
Al piano aderiscono gli allevatori in forma facoltativa, i quali inviano l’apposito 
modulo di adesione al Servizio Veterinario della propria ASL.  
In seguito alla adesione al piano, il Servizio Veterinario della ASL competente 
per territorio compila una scheda epidemiologica che, insieme alla scheda di 
adesione al piano, sono inviate all’Osservatorio epidemiologico Veterinario 
Regionale. 
In seguito alla frequenza e all’esito dei controlli, gli allevamenti partecipanti al 
piano potranno essere classificati come ufficialmente indenni o indenni. 
Il Piano prevede l’esecuzione di prelievi ematici per esami sierologici sui bovini 
di allevamenti da riproduzione che aderiscono al piano. Tutti i bovini di età 
superiore ai 12 mesi presenti negli allevamenti aderenti al Piano devono essere 
sottoposti ad un primo accertamento sierologico per IBR, effettuato dal Servizio 
Veterinario della ASL competente per territorio in occasione di controlli 
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pianificati per attività di profilassi, comunque entro il termine massimo di 6 mesi 
dal ricevimento della domanda di adesione, al fine di determinare lo stato 
sanitario degli animali presenti riguardo alla IBR e, conseguentemente, le 
successive misure di profilassi in azienda.  
Lo scopo del Piano è primariamente quello di avere una conoscenza 
sull’incidenza dell’esposizione dei bovini alla malattia, ed in seconda istanza 
quella di prendere i provvedimenti previsti dalla sorveglianza epidemiologica tra 
i quali l’ eradicazione della rinotracheite bovina infettiva dagli allevamenti bovini 
e la protezione degli allevamenti indenni dalla rinotracheite bovina infettiva. 
Il laboratorio di riferimento è l’IZSM di Portici con le relative Sezioni ed il piano 
verrà concluso il 31/12/2014. I costi relativi alle analisi previste dal “piano 
regionale volontario” sono a carico degli allevatori che aderiscono allo stesso 
piano. I costi relativi ai prelievi sono a carico degli allevatori quando non 
effettuati contestualmente ai prelievi obbligatori per le altre malattie infettive. Il 
costo dei prelievi è stabilito in base al tariffario regionale.  
I benefici sono legati alla eradicazione dell’infezione. Per gli allevatori il 
beneficio consiste nell’ottenimento della qualifica di indenne od ufficialmente 
indenne per il proprio allevamento [41] .  
In Toscana l ’adesione al Progetto da parte degli allevatori è volontaria[AllegatoIV]. 
Nelle aziende che hanno aderito al Progetto devono essere sottoposti ad 
accertamento diagnostico, mediante test ELISA su campioni di sangue, tutti gli 
animali da riproduzione  e/o produzione di età superiore a 9 mesi. 
Se nell’azienda vi sono capi vaccinati, al momento del prelievo dovrà essere 
indicato quali animali sono e quale tipo di vaccino è stato somministrato.  
Il costo dei prelievi è a carico dell’allevatore. 
L’esito positivo alle sole prove sierologiche per anticorpi anti IBR (ELISA-IBR ed 
ELISA IBRgE) non comporta la denuncia di malattia infettiva. 
Il test di sieroneutralizzazione (SN) per IBR deve essere effettuato sempre in 
parallelo al test ELISA sui maschi destinati alla riproduzione e nel caso in cui si 
abbia esito non conclusivo ai test ELISA IBR [42]. 
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Capitolo III - BVDV e BoHV-1 nei ruminanti selvatici 
Nella fauna selvatica, le infezioni da Pestivirus sono state ampiamente 
descritte, infatti  ceppi virali di BVDV sono stati isolati da molti artiodattili come 
camelidi, cervidi, e in un gran numero di Bovidi [43]. Comprendere l'ecologia di 
BVDV, tra cui gli  ospiti, la possibilità di trasmissione del virus tra specie diverse 
e conoscere come il virus si mantenga nella popolazione dei cervidi è di vitale 
importanza per attuare correttamente i programmi di controllo e di eradicazione 
di BVDV  nelle popolazioni di animali domestici che entrano a contatto con 
quelli selvatici [44]. 
Sia in natura che in cattività, BVDV è stato rilevato in molte specie europee e 
nord americane come il capriolo (Capreolus capreolus), il cervo (Cervus 
elaphus elaphus), il daino cervo (Dama dama), l’alce (Cervus elaphus nelsoni), 
il cervo dalla coda bianca (Odocoileus virginianus) e il cervo mulo (Odocoileus 
hemionus) [45].  
Negli Stati Uniti, il cervo dalla coda bianca (Odocoileus virginianus) può 
infettarsi per contatto con bovini infetti da BVDV e procreare cerbiatti 
persistentemente infetti che possono compromettere i programmi di controllo ed 
eradicazione; in Europa, BVDV è stato isolato da due caprioli sieronegativi in 
Germania ed nella popolazione di caprioli norvegesi si stima una 
sieroprevalenza del 12% [46]. 
Pochi sono i dati epidemiologici sulla diffusione dei Pestivirus nei ruminanti 
selvatici che vivono nelle regioni alpine.   
Si presume che i bovini persistentemente infetti svolgano un ruolo chiave nelle 
infezioni da BVDV nei caprioli, nei cervi rossi e nel cervo dalla coda bianca.  
Le modalità di trasmissione del virus non si conoscono con certezza ma è assai 
probabile che la condivisione dei pascoli e delle pietre di sale sugli alpeggi sia 
uno tra i fattori di rischio implicati nella trasmissione del virus da una specie ad 
un'altra[45]. 
In uno studio si è valutata la sieroprevalenza di Pestivirus, con particolare 
attenzione per BVDV e BDV,  in camosci (Rupicapra rupicapra) , muflone (Ovis 
musimon gmelinii) e caprioli (Capreolus capreolus) presenti nelle Alpi del sud 
francesi e si è cercato di  isolare i ceppi sequenziandone il genoma per 
confrontarlo con i ceppi già noti.Un totale di 381 campioni di sangue sono stati 
raccolti durante le stagioni venatorie 2003-2007. 
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Essi son stati ottenuti abbattendo 343 camosci, 18 mufloni e 20 caprioli; i 
campioni (sangue e milza) sono stati raccolti, quando possibile, subito dopo 
l’abbattimento dagli stessi cacciatori o entro 8 ore dall’uccisione.  
Campioni sierologici sono stati sottoposti a screening per la ricerca di anticorpi 
contro NS3 ( comune a BVDV e BDV) utilizzando un test immunoenzimatico 
ELISA Ac. 
Per confermare i risultati positivi, alcuni sieri positivi selezionati casualmente  
sono stati testati per mezzo di una virus neutralizzazione contro il ceppo BDV 
Av.  
Dai risultati ottenuti si è osservato che ben il 41% dei 381 ungulati selvatici 
presenta anticorpi contro i Pestivirus. L’infezione è evidente soprattutto in 
mufloni e camosci come evidenziato dalla virus neutralizzazione e dal test 
ELISA; quest’ultimo è risultato un ottimo test di screening, la cui positività è 
stata confermata al 100% dalla virus neutralizzazione. Tuttavia attraverso la 
PCR non è stato possibile isolare nessun virus dai campioni in esame 
escludendo la presenza di soggetti PI [43]. 
In uno studio effettuato nel 2010 in Austria, si è voluto stimare la prevalenza di 
BVDV nella popolazione dei ruminanti selvatici liberi ed in cattività per valutarne 
il ruolo nel mantenimento dell’infezione. 
Durante il biennio 2007-09 sono stati raccolti dei campioni di tessuto auricolare 
da cervi rossi selvatici (n° 5527) o tenuti in cattività (n° 5237), tutti di età 
superiore ai 18 mesi. 
Per ogni animale sono stati raccolti due campioni, uno per orecchio, e testati 
con il test commerciale ELISA per la ricerca dell’antigene virale (Herd - Chek 
BVDV Ag / Siero Inoltre , IDEXX Scandinavia , O ¨ sterbybruk , Svezia) e con 
real time RT-PCR. 
Tutti i campioni di tessuto testati per BVDV -1 e BVDV - 2 mediante real-time 
RTPCR e ELISA sono risultati negativi. 
Questi risultati hanno dimostrato l’assenza di soggetti PI e che non ci sono 
prove significative che il virus sia mantenuto all'interno della popolazione e che 
questi animali servono da fonte di infezione per le specie domestiche [45]. 
Anche BoHV-1 è stato isolato da molti cervidi ed in particolare dal capriolo 
come mostrano  sieroprevalenze del 10%, e del 3% riscontrate rispettivamente 
in Germania e della Norvegia [46]. 
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In uno studio condotto nel 2010 in Spagna si è studiato il ruolo del capriolo nella 
trasmissione di BVDV e BoHV-1 oltre ad altre malattie batteriche, virali e 
parassitarie. 
Il campionamento si è svolto nel corso di un periodo di 8 anni, a partire dalla 
stagione estiva di caccia 2000/2001 a quella del  2008/2009. 
Quando possibile oltre al siero, i linfonodi sono stati raccolti e stoccati a -20 ° C 
per il test PCR.  Per BVDV sono stati utilizzati kit SERELISA® BVD/BD p80 Ab. 
Mono Blocking e SERELISA® BVD/BD p80 Ag Mono Indirect, mentre per 
BoHV-1 SERELISA® IBR/IPV Ab Mono Indirect. 
I risultati hanno mostrato anticorpi contro Pestivirus e contro  Herpesvirus in 
bassissima percentuale, confermando l’ ipotesi per la quale il capriolo, rispetto 
ad altri ruminanti selvatici, per il proprio stile di vita ha un ruolo marginale nella 
trasmissione dell’infezione nei territori ispanici. 
Questa bassa sieroprevalenza è in accordo  con quanto riportato in altri studi 
sul capriolo europeo mentre la bassa prevalenza di anticorpi contro Herpesvirus 
probabilmente è la conseguenza del programma di eradicazione attuato nella 
popolazione bovina [46]. 
In Nord America il cervo dalla coda bianca è il ruminante selvatico più diffuso. 
In questa specie, le infezioni naturali e sperimentali con BVDV sono state 
descritte, e fra le patologie riproduttive sono state identificati l’aborto, il 
riassorbimento embrionale, la mummificazione fetale e la natimortalità. 
In uno studio americano alcuni cervi dalla coda bianca, nel primo trimestre di 
gravidanza, sono stati messi a contatto con un bestiame bovino infetto da  
BVDV. 
Tutti i cervi hanno portato a termine la gestazione: su 7 gravidanze 4 hanno 
generato cerbiatti BVDV positivi, le restanti hanno dato alla luce soggetti PI, 
dimostrando una possibile trasmissione inter-specifica fra ruminanti domestici e 
selvatici. 
In uno studio sono stati prelevati campioni di sangue e di pelle da 6 femmine di 
cervo dalla coda bianca per determinare lo stato sanitario di questi soggetti. 
La ricerca del virus o degli anticorpi è stata effettuata attraverso l’isolamento 
virale, la RT - nPCR , l’immunoistochimica e la neutralizzazione del virus . 
Sono stati sottoposti ad esami anche due cervi, di cui uno era risultato PI con 
un ceppo BVDV- 1b ( designato AU526 ) a causa della convivenza con due 
bovini PI. 
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Questo è stato tenuto nel recinto insieme ad altri animali nel periodo 
riproduttivo. 
Dopo le nascite dei cerbiatti tutti i soggetti, dopo le tre settimane di età, sono 
stati testati per la ricerca di BVDV. 
Tutti i cervi adulti di sesso femminile ed i cerbiatti negativi per BVDV sono stati 
sacrificati e sono stati raccolti campioni di sangue per l'isolamento del virus e le 
procedure di neutralizzazione del virus . 
Questo studio dimostra per la prima volta che BVDV può essere trasmessa tra 
cervi dalla coda bianca e determinare la nascita di soggetti PI. 
lo studio sottolinea che, nonostante la bassa sopravvivenza (6,5 mesi) del cervo 
dalla coda bianca PI, questo può essere una fonte di contagio nel primo 
trimestre di gravidanza di cerve gravide, mantenendo in questo modo l’infezione 
nel branco. 
Le femmine del cervo dalla coda bianca mostrano tassi molto bassi (< 5%) di 
dispersione nel territorio, suggerendo che i figli di femmine persistentemente 
infette siano potenziali serbatoi nel trasmettere il virus all’interno del branco.  
Contrariamente alle femmine, sono i maschi di cervo dalla coda bianca a 
disperdersi nel territorio soprattutto tra i 12 e i 18 mesi di età.  
Questo alto tasso di dispersione suggerisce che i maschi cerbiatti PI che 
sopravvivono hanno una maggiore possibilità di trasmettere BVDV a gruppi 
indipendenti di cervi attraverso una maggiore area geografica rispetto alle 
femmine. Inoltre potrebbero avere un maggior contatto con i ruminanti selvatici, 
interferendo con i piano di eradicazione e controllo di BVDV negli allevamenti [44]. 
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Capitolo IV - Ricerche personali 
4.1  Introduzione 
Il nostro studio, iniziato nel gennaio 2012 e terminato nel maggio 2013, è un 
proseguimento  della  collaborazione fra il Dipartimento di Scienze veterinarie 
dell’ Università di Pisa e la Tenuta di Paganico (GR), nata qualche anno fa con 
l'obiettivo di attuare  un  piano di  monitoraggio ed eradicazione delle infezioni 
da  BoHV-1 e  da BVDV. 
Un problema riscontrato nell'azienda  era quello di interparti piuttosto lunghi.  
In un primo momento si è provato ad intervenire ponendo maggior attenzione 
all’alimentazione, cercando di aumentare il tasso di rimonta e abbassando l'età 
media dei  riproduttori. 
Una volta constatato che tali misure non erano risolutive La Tenuta, su consiglio 
del veterinario aziendale Dott.ssa Pisseri,  ha deciso di intraprendere indagini 
sierologiche per alcune malattie che causano alterazioni della sfera riproduttiva 
concentrando l'attenzione in particolare su IBR e  BVD. 
E' risultato che ambedue queste infezioni circolavano nell'allevamento,  e 
pertanto si è deciso di aderire  al piano regionale di eradicazione per IBR ed 
eseguire un  piano di monitoraggio per BVD. 
Si è inoltre intrapreso un monitoraggio sierologico nella popolazione dei caprioli 
presente sul territorio della Tenuta per capirne il ruolo nel mantenimento di 
queste infezioni.   
4.2  La Tenuta 
La Tenuta di Paganico si trova nel comune di Civitella Paganico in provincia di 
Grosseto; ha un’estensione di circa 1’500 ettari di cui 400  di terreni agricoli  e 
1’100 di terreni boschivi. 
L’attività principale  è quella zootecnica e vengono allevati bovini di razza 
maremmana, chianina e limousine, cavalli maremmani e suini di cinta senese. 
I bovini, circa 100 capi, vivono allo stato brado nei boschi, e nei pascoli della 
Tenuta suddivisi per razza in tre diverse mandrie, ciascuna composta da  un 
toro ed una trentina di riproduttrici, che sono mantenute  separate fra loro da 
una recinzione. 
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I vitelli, destinati all'ingrasso, vivono con le madri sui pascoli fino ai sei mesi di 
età, successivamente vengono trasferiti in una stalla suddivisa in box  con 
accesso all'aperto,  dove permangono fino all'età della macellazione  che 
avviene a circa 18-22 mesi. 
I vitelli destinati alla rimonta raggiungono l'età riproduttiva rimanendo nelle 
rispettive mandrie.  
Tutti gli animali sono alimentati esclusivamente con  fieno, paglia, cerali e 
leguminose coltivati nella Tenuta e forniti  ad integrazione del pascolo erbaceo 
ed arbustivo. 
4.2.1 Situazione sanitaria della Tenuta ad inizio sperimentazione 
L’allevamento bovino è indenne da tubercolosi, brucellosi e leucosi bovina 
enzootica. 
Negli ultimi anni sono stati effettuati controlli  per paratubercolosi e BVD.  
 A novembre 2010 l'azienda ha aderito al piano di eradicazione regionale per 
IBR. 
Prima dell'adesione al  piano sono stati effettuati due controlli sierologici 
nell’ottobre 2009 e nella prima metà del 2010.  
Questi esami hanno rivelato una sieroprevalenza del 15,7% e del 13,8% 
rispettivamente al primo e al secondo controllo. 
Con il procedere del programma di eradicazione la sieroprevalenza è scesa 
notevolmente raggiungendo il 2%  al controllo sierologico effettuato in data 
23/09/2011. 
Per quanto riguarda l'infezione da BVDV, partendo da una situazione storica del 
100% di sieroprevalenza nel 2006, la Tenuta ha intrapreso una vaccinazione 
sistematica con vaccino inattivato riuscendo in 4 anni ad abbassare  la 
sieroprevalenza solo al 76%, come risulta dal controllo  eseguito  a novembre 
2010.   
Abbiamo pertanto deciso di cessare la vaccinazione, monitorare la presenza 
virale attraverso controlli sierologici in tempi successivi e nel contempo cercare 
di ridurre la circolazione virale identificando ed eliminando i soggetti 
persistentemente infetti eventualmente presenti. 
Per quanto riguarda le parassitosi, dal 2004 vengono effettuati presso l’istituto 
Zooprofilattico, con cadenza semestrale,  controlli di tipo quantitativo per 
strongili gastrointestinali, coccidi e tenie, e qualitativo per distomi. 
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Questi esami hanno messo in evidenza strongilosi gastrointestinali con cariche 
parassitarie moderatamente basse, trattate  con terapie a base di prodotti 
naturali. 
Altri controlli su malattie trasmissibili come leptospirosi e chlamidiosi hanno dato 
esito negativo, mentre sono stati individuati alcuni soggetti sieropositivi a 
toxoplasmosi,  neosporosi e anaplasmosi.  
Essendo la Tenuta di Paganico un’azienda biologica, tutti gli animali vengono 
trattati con sostanze naturali ed omeopatiche. 
Periodicamente gli animali vengono sottoposti a visita clinica e ginecologica e le 
informazioni  sono riportate in un registro di azienda. 
4.3 Ricerche personali 
4.3.1 Materiali e metodi 
Il nostro studio è iniziato nel gennaio 2012, dopo l'adesione al piano di 
eradicazione regionale contro l'IBR.  
La Tenuta ha optato per il piano con vaccinazione (vaccino gE deleto inattivato), 
i prelievi di sangue sono stati effettuati  a tutti i soggetti riproduttori presenti in 
Azienda, comprese le manze di età superiore a 6 mesi (abbassando l'età 
rispetto a quanto indicato dal piano), ed  il test sierologico ufficiale (ELISA gE 
competitiva)  è stato eseguito dall'Istituto Zooprofilattico di Grosseto.   
In totale sono stati eseguiti 8 prelievi. 
Per le indagini sierologiche nei confronti di BVD è stata utilizzata una aliquota 
dei sieri raccolti per il piano IBR, ricercando anticorpi specifici anti BVDV con 
una metodica ELISA.  
Per svelare la presenza di soggetti persistentemente infetti sono stati inoltre 
esaminati, mediante esame virologico su sangue (PCR ed ELISA Ag),  soggetti  
sieronegativi e/o pool di sieri di soggetti sieronegativi. 
Inoltre sono stati eseguiti test virologici su  biopsie auricolari di vitelli di poche 
settimane di età con l’ausilio del Kit ELISA commerciale SERELISA ag P80.  
Inizialmente i prelievi dei campioni sono stati eseguiti mensilmente, 
successivamente si è deciso per un campionamento semestrale a causa 
dell’eccessivo costo nel radunare le singole mandrie mese per mese. 
Per interpretare meglio  i risultati dei vari prelievi si è deciso di raggrupparli in 
tre fasi. 
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Nella prima rientrano i controlli i effettuati nel gennaio, febbraio, marzo ed aprile 
2012; nella seconda quelli effettuati a settembre 2012 e nella terza quelli 
eseguiti nel maggio 2013. 
Gli animali di ciascuna  mandria sono stati raggruppati in un recinto con 
corridoio di legno comunicante con il travaglio.   
Qui ciascun soggetto è stato sottoposto a visita clinica e ginecologica e ai 
prelievi. 
4.3.2 Controlli per BVD nei bovini 
4.3.2.1 Test ELISA per la ricerca di anticorpi anti-p80 
Per il test è stato utilizzato  il kit “SERELISA® BVD p80 Mono Blocking” 
seguendo il protocollo fornito dalla casa produttrice: 
• Preparare lo schema della piastra 
• Disporre 100 µl di controllo negativo (N) nei pozzetti A1 e A2 e 100 µl di 
controllo positivo (P) nei pozzetti B1 e B2 
• Diluire 1:10 i campioni in esame utilizzando un pozzetto per ogni 
campione 
• Incubare la piastra coperta con adesivo per 14-18h ad una temperatura 
di 5° C+/- 3°C 
• Preparare la wash buffer con diluizione 1:10 in acqua distillata  
• Rimuovere l’adesivo ed effettuare 4 lavaggi con la wash buffer 
• Preparare la soluzione del coniugato diluendo il coniugato concentrato 
1:10 nel diluente del concentrato  
• Aggiungere 100 µl di coniugato diluito per ogni pozzetto e coprire la 
piastra con un nuovo adesivo per evitare evaporazione 
• Incubare la piastra per  1h ad una temperatura di 20°C +/- 3°C 
• Rimuovere l’adesivo ed effettuare 4 lavaggi con la wash buffer  
• Aggiungere 100 µl di perossidasi per ogni pozzetto; non coprire la piastra 
con l’adesivo e muoverla delicatamente  tramite l’agitatore meccanico 
• Incubare per  30 minuti +/- 5 minuti  a temperatura ambiente 20 °C +/- 
5°C al riparo dalla luce 
• Aggiungere 50 µl di soluzione stoppante per pozzetto 
• Effettuare la misurazione della densità ottica a  450 and  630 nm o  a  
450 nm. 
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I risultati del test risultano essere validi se: 
la media della densità ottica dei controlli negativi è  maggiore o uguale a 0, 500 
e la percentuale di competizione dei controlli positivi è  superiore al 70 %. 
La percentuale di competizione è calcolata come indicato nella formula 
seguente: 
                OD N - OD P       
   % P =   ------------------  × 100 
                      OD N 
OD= media delle densità ottiche dei controlli positivi e dei controlli negativi 
 
Per ogni campione viene calcolata  la percentuale di competizione come segue:  
                 OD N – OD S      
   % S =    -------------------  × 100 
                 OD N – OD P 
OD = media delle densità ottiche dei controlli positivi e dei controlli negativi 
Se % S ≥ 50 % il siero o il plasma bovino è considerato positivo. 
Se % S ≤ 30 % il siero o il plasma bovino è considerato negativo. 
Se 30 % < % S < 50 % il siero o il plasma bovino è considerato dubbio. 
4.3.2.2  Test ELISA per la ricerca dell’antigene virale 
Il kit SERELISA® BVD p80 Ag Kit Mono indirect utilizza una tecnica 
immunoenzimatica indiretta per la rivelazione della proteina virale p80/125; 
• Preparare lo schema della piastra 
• Disporre 100 µl di controllo negativo (N) nei pozzetti A1 ed A2 e 100 µl di 
controllo positivo (P) in B1 e B2 
• Distribuire 100 µl di supernatante del tessuto auricolare per ogni restante 
pozzetto della piastra dove sono adsorbiti anticorpi monoclonali anti- 
BVD- MD p80/125.  
Le eventuali proteine virali presenti nel campione si legano ai siti specifici; 
• Incubare o per 2h a 37°C o per 14-18h a 20°C+/- 5°C 
• Preparare la wash buffer ed effettuare 4 lavaggi per rimuovere le frazioni  
non legate 
• Aggiungere il siero di coniglio anti-BVD/MD p80/125 in quantità di 100 µl 
per pozzetto 
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Gli anticorpi presenti nel siero di coniglio si legano all’antigene prece-
dentemente legato alla fase solida; 
• Incubare la piastra per 1h a 37°C +/- 5°  e successivamente effettuare 4 
lavaggi con la wash buffer 
• Aggiungere l’anticorpo secondario anti immunoglobuline di coniglio,  di 
origine caprina,   coniugato con  perossidasi 
• Coprire la piastra ed incubare per 1h +/- 5 minuti a 37°C e 
successivamente effettuare 4 lavaggi con la wash buffer  
• Aggiungere 100µl di substrato per l'enzima ed incubare per 30 minuti +/- 
5minuti a temperatura ambiente al riparo dalla luce 
• Aggiungere 50 µl di Stop Solution per pozzetto 
• Effettuare la misurazione della densità ottica  a  450  and 630 nm o a  
450 nm 
Le densità ottiche (OD) sono utilizzate per determinare la presenza o l’assenza 
dell’antigene in funzione al valore soglia ottenuto attraverso l’uso del controllo 
positivo. Per ciascun campione  viene calcolato l'indice del campione: 
IC= 0,5 x (OD campione – OD controllo positivo, come media dei due valori)  
 
Se il campione è esaminato in duplicato il valore di OD sarà la media dei due 
valori. 
I campioni di tessuto sono considerati positivi se presentano un indice maggiore 
o uguale  a  0,1 x OD del controllo positivo. 
I campioni di tessuto sono considerati negativi  se presentano un indice minore  
0,1 x OD del controllo positivo. 
4.3.3 Controlli per IBR nei bovini 
E' stato utilizzato il kit ELISA competitivo ( Herd-Check Anti- IBR gE, IDEXX 
laboratories) per la ricerca di anticorpi anti gE, seguendo il protocollo fornito 
dalla casa produttrice; 
• Preparare lo schema della piastra 
• Distribuire 50 µl di controllo negativo  in A1 ed A2 
• Distribuire 50 µl di controllo positivo  in B1 e B2 
• Distribuire 50 µl di siero in esame in 2 pozzetti seguendo lo schema 
riportato nella piastra 
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• Diluire i campioni di siero in esame ed i controlli negativo e positivo 
aggiungendo 50 µl di diluente per pozzetto 
• Omogeneizzare i campioni usando un vortex per piastre 
• Ricoprire la piastra con un adesivo 
• Incubare per 18-24h a temperatura ambiente (20-25°C) 
•  Lavare ciascun pozzetto con  300 µl di soluzione di lavaggio per 5 volte 
• Distribuire 100 µl di coniugato in ciascun pozzetto 
• Incubare a temperatura ambiente per 30 minuti 
• Lavare  con 300 µl di soluzione di lavaggio per 5 volte 
• Distribuire 100 µl di substrato TMB (tetra-metil-benzidina) in ciascun 
pozzetto 
• Incubare a temperatura ambiente per 15 minuti 
• Distribuire 100 µl di soluzione bloccante in ciascun pozzetto 
• Leggere la  reazione  colorimetrica  allo  spettrofotometro con filtro da 
650 nm 
• Controllare che i parametri di validazione siano rispettati ed interpretare i 
risultati 
Il test viene considerato valido quando  
OD N – OD P ≥ 0,3  
 
Il risultato è espresso come rapporto S/N (campione/controllo negativo), 
ottenuto dividendo la media dell'assorbanza del campione in esame con la 
media dell’assorbanza del controllo negativo. 
Se il valore di S/N è minore o uguale a 0,60 il campione è considerato positivo. 
Se il valore di S/N è maggiore di 0,70 il campione è considerato negativo. 
Se il valore di S/N è compreso fra 0,70 e 0,60, il campione viene considerato 
dubbio e deve essere analizzato una seconda volta. 
 4.3.4 Controlli per BVD e  IBR nei caprioli 
Il progetto ha avuto inizio con un primo monitoraggio ad agosto 2010 in 
concomitanza con l’apertura della caccia di selezione,  secondo calendario 
venatorio della provincia di Grosseto.  
I risultati dei primi controlli sono già stati riportati in precedenti tesi (2010-2011). 
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Le indagini sono poi continuate durante gli abbattimenti delle stagioni 
successive fino a primavera del 2013, con un totale di 122 e 22 soggetti 
esaminati rispettivamente nelle aree di Paganico e Scarlino.  
Il prelievo dei campioni ematici è stato eseguito direttamente dai cacciatori al 
momento dell’abbattimento.  
A tale scopo sono stati forniti contenitori e organizzate riunioni con i cacciatori 
informandoli sugli obiettivi del monitoraggio, sulle modalità di esecuzione dei 
prelievi e sulla compilazione della scheda di accompagnamento dei campioni.  
Un operatore tecnico ha avuto il compito di raccogliere i campioni ed inserire i 
dati (età dell’animale, sesso, luogo dell’abbattimento) su foglio elettronico.  
La sede della Tenuta di Paganico è stata il punto di raccolta per le operazioni di 
centrifugazione del sangue, raccolta del siero, suddivisione del siero in più 
aliquote, stoccaggio dei campioni in congelatore.  
Periodicamente i campioni sono stati trasportati  presso il laboratorio del 
Dipartimento di Scienze veterinarie dell’Università di Pisa dove sono state 
eseguite le analisi.    
I sieri dei caprioli sono stati sottoposti ai seguenti esami sierologici; 
• BoHV-1 mediante test ELISA per la ricerca di anticorpi anti gB 
• BVD mediante il kit ELISA competitiva “SERELISA BVD p80 Mono 
Blocking” per la ricerca di anticorpi verso la proteina non strutturale p80 
• Paratubercolosi mediante test AGID 
4.3.4.1 Test ELISA per la ricerca di anticorpi anti gB  
E stato utilizzato  il kit ELISA competitivo SERELISA® BHV-1 gB Ab Mono 
Blocking, (Synbiotics Europe SAS) per la ricerca di anticorpi anti gB 
(glicoproteina B dell’envelope virale), seguendo il protocollo fornito dalla casa 
produttrice; 
• Preparare lo schema della piastra 
• Distribuire 100 µl di controllo negativo in A1 ed A2 
• Distribuire 100 µl di controllo positivo in B1 e B2 
• Distribuire per ogni pozzetto 50 µl di siero e 50 µl di diluente 
• Coprire la piastra con un adesivo ed incubare per 14-18h ad una 
temperatura di 5°C +/- 3°C 
• Preparare la wash buffer ed effettuare 4 lavaggi 
• Preparare il coniugato e distribuirlo  nella quantità di 100 µl per pozzetto 
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• Coprire la piastra ed incubare per 30’(minuti)  ad  una  temperatura di 
37°C +/- 5°C 
• Effettuare 4 lavaggi con la wash buffer ed aggiungere 100 µl di coniugato 
per pozzetto 
• Incubare per 15 minuti a temperatura ambiente al riparo dalla luce 
• Aggiungere 50 µl di soluzione bloccante per pozzetto e leggere la 
reazione colorimetrica allo spettrofotometro a 450 nm.  
Il test è ritenuto valido quando:  
la OD del controllo negativo (N) è > 0,5  e  
il rapporto fra le OD del controllo positivo (P) e di N  è   < 0,3.  
OD = media delle densità ottiche dei controlli P e N 
 
Per  la interpretazione del risultato calcolare per ogni campione il rapporto S/N 
dato dalla seguente formula: 
           OD S 
S/N =  --------    
           OD N 
OD S = media della densità ottica del campione 
OD N = media delle densità ottiche del controllo negativo 
Se S/N è minore o uguale a 0, 5 il campione è considerato positivo  
se S/N è maggiore o uguale a 0,55 il campione è considerato negativo 
Se S/N è compreso fra 0,5 e 0,55 il campione è considerato dubbio 
4.4 Risultati  
4.4.1   Risultati degli esami sierologici per BVD sui bovini 
 I risultati della prima fase sono riassunti nella tabella 1. 
Tabella 1-Risultati del test SERELISA BVD p80 Mono Blocking  (prima fase) 
Razza M V T Positivi Negativi Dubbi %Positivi 
Chianina 1 10 1 7V ; 1T 3V; 1M - 66% 
Maremmana 17 25 1 5M; 1T; 20V 9M; 5V 3M 60,4% 
Limousine 18 24 1 1T; 22V;11M 1V; 6M 1V; 1M 76,7% 
Totale 36 59 3 49V; 3T; 16M 9V; 16M 4M; 1V 69,4% 
  V= vacche nutrici; M= manze; T= tori 
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Dai dati si evince che il 69,4%  dei capi dell’allevamento risulta sieropositivo.  
Alcuni soggetti che sono stati vaccinati con il vaccino inattivato  risultano  
sieronegativi. 
Poiché il test rileva anticorpi diretti verso la proteina virale p80, proteina non 
strutturale espressa solo in fase di replicazione virale, la vaccinazione con 
vaccini  inattivati non replicativi non induce la produzione di anticorpi verso tale 
proteina. 
La sieropositività riscontrata nell’allevamento, sebbene minore rispetto a quella 
riscontrata nel novembre 2010 (76,8%), indica che il virus continua a circolare 
nell'allevamento. 
I risultati della seconda fase  sono riportati nella tabella 2. 
Tabella 2-Risultati del test SERELISA BVD p80 Mono Blocking (seconda fase) 
Razza M V T Positivi Negativi Dubbi % Positivi 
Chianina 1 17 1 14V; 1T 1M; 3V - 78,9% 
Limousine 14 26 1 6M; 26V; 1T  8M - 80,4% 
Maremmana 17 24 2 5M; 19V; 2T 11M; 5V 1M 60,4% 
Totale 32 67 4 11M;  59V; 4T  20M; 8V 1M 71,8% 
     M= manze; V= vacche nutrici T= tori 
 
In totale  sono stati analizzati  103 soggetti adulti e 39 giovani appartenenti alle tre mandrie.  
74 animali sui 103 adulti sono risultati  positivi con una sieroprevalenza del 71,8%.  
Solo 3 animali sieronegativi al precedente controllo (due manze ed una vacca 
nutrice appartenenti rispettivamente al branco delle maremmane e delle 
limousine) hanno sieroconvertito. 
Sono inoltre stati  testati anche 39 soggetti giovani, destinati alla macellazione e 
sottoposti per la prima volta al test sierologico, e solo un soggetto di razza  
maremmana è risultato sieropositivo. 
Nella terza fase sono stati esaminati  161 animali e ne sono risultati positivi  78, 
con una sieroprevalenza del 48,44% , mentre 5 animali hanno sieroconvertito.  
4.4.2   Esami virologici per BVD sui bovini 
Per quanto riguarda i risultati degli esami bioptici solo una biopsia auricolare su 
14  campioni esaminati è risultata positiva durante il controllo effettuato nella 
prima fase. 
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4.4.3  Risultati esami sierologici per  IBR sui bovini  
Nella prima fase sono stati testati 104 animali; solo un animale è risultato 
dubbio ed è stato inviato al  macello.  
I dati sono illustrati nella tabella 3. 
Tabella 3-Herd-Check Anti- IBR gE (prima fase)  
Razza M V T Positivi Negativi Dubbi % Positivi 
Chianina 1 16 1 0 18 - 0% 
Maremmana 17 25 1 0 42 1V 2,3% 
Limousine 22 20 1 0 43 - 0% 
Totale 40 61 3 0 103 1 0,96% 
  M= manze; V= vacche nutrici T= tori 
 
Nella seconda e  terza fase sono stati esaminati rispettivamente 145 e 162 
soggetti risultati tutti negativi. 
4.4.4 Risultati degli esami sierologici per BVD  e IBR nei caprioli 
L’ipotesi di un’attiva circolazione di BVDV  nell’allevamento bovino è supportata 
anche dai risultati dei test sierologici sui sieri dei caprioli abbattuti durante le 
stagioni venatorie febbraio/marzo 2012, novembre 2012 ed aprile 2013. 
A febbraio/marzo sono stati analizzati 2 campioni provenienti dal territorio di 
Scarlino e 25 campioni provenienti dalla zona di Paganico. Di questi ultimi 7 
campioni sono risultati dubbi e 12  positivi. 
Nel novembre 2012 tutti i sieri (12 di Paganico e 6 di Scarlino) sono risultati 
negativi; ad aprile 2013 dei 9 sieri di Paganico 2 sono risultati dubbi. 
I sieri sono stati sottoposti anche al test sierologico per BoHV-1  (kit 
“SERELISA® BHV-1 gB Ab Mono Blocking) e sono risultati tutti negativi. 
Tabella 4-Risultati del test sierologico per BVD sui caprioli 
Prelievo BVD Paganico* BVD Scarlino* 
Febbraio/marzo 2012 12/25 0/2 
Novembre 2012 0/12 0/6 
Aprile 2013 0/9 0/1 
  *Positivi/esaminati 
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Tabella 5-Risultati del test sierologico per IBR sui caprioli  
Prelievo IBR Paganico * IBR Scarlino * 
Febbraio/marzo 2012 0/25 0/2 
Novembre 2012 0/12 0/6 
Aprile 2013 0/9 0/1 
  *Positivi/esaminati 
4.5 Conclusioni 
Nonostante la sieroprevalenza per BVD si stia abbassando, il nostro studio 
dimostra che nell’allevamento continua a circolare BVDV, come dimostrano le 
sieroconversioni avvenute in soggetti giovani ed adulti. 
Poiché la vaccinazione mediante vaccino anti BVD inattivato non induce la 
produzione di anticorpi specifici verso la p80, le sieroconversioni riscontrate 
sono  da ricondurre ad un’attiva circolazione virale. A tale circolazione può 
contribuire anche il contatto  sporadico fra bovini e caprioli infetti, come 
dimostra la presenza di caprioli sieropositivi nella  Tenuta di Paganico e questo 
aspetto può essere un ostacolo ad eventuali piani di eradicazione. 
Per attuare un piano di eradicazione e di controllo per BVD è necessario 
attenersi a norme piuttosto  rigide, basate sulla identificazione rapida dopo la 
nascita dei vitelli persistentemente infetti e il loro allontanamento immediato 
dalla mandria.  
Questa operazione è relativamente facile  in allevamenti in stabulazione, dove 
gli animali sono costantemente sotto controllo. 
In un allevamento allo stato brado non è possibile controllare i vitelli quanto 
prima dopo la nascita, e non è possibile impedire eventuali contatti fra bovini e 
caprioli che , come si evince dai risultati del nostro studio, possono avere  un 
ruolo nel mantenimento dell’infezione.  Per questi motivi e sulla base dei nostri 
risultati riteniamo che sia molto difficile  portare a termine con successo un 
programma di eradicazione per BVD. 
Il piano di eradicazione per IBR ha avuto esito positivo, ed il tempestivo 
allontanamento di soggetti sieropositivi e dubbi (che nel nostro caso  per 
maggior scrupolo sono stati equiparati ai positivi) ha permesso di risanare 
l’allevamento in tempi abbastanza brevi.  
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Un contributo al risanamento è stato anche dato dalla  vaccinazione con 
vaccino gE deleto, praticata fino al raggiungimento dell'eradicazione. 
Nessuno dei caprioli, provenienti dalla zona di Paganico, è risultato positivo per 
BoHV-1 e questo fa pensare che difficilmente i bovini possano nuovamente 
contrarre l’infezione a seguito di contatti occasionali con questi animali.  
Per mantenere l'indennità, la Tenuta dovrà pertanto concentrare la sua 
attenzione soprattutto sui fattori di rischio di introduzione del virus dall'esterno 
che in ordine di priorità possono essere: acquisto di animali da altre aziende, 
partecipazione a fiere e mostre zootecniche, uso di mezzi di trasporto per gli 
animali, non opportunamente lavati e disinfettati, visite da parte di personale 
esterno che abbia avuto occasione di frequentare altre aziende (veterinari, 
commercianti, mangimisti ecc.).  
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